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Karl Spiro + 


Am 21. Marz dieses Jahres starb plétzlich Karl Spiro, 
Professor der physiologischen Chemie in Basel. 

Spiro, der am 24. Juni 1867 in Berlin geboren wurde. 
wandte sich nach abgeschlossenem Chemiestudium der Medizin 
zu. Den entscheidenden Einflu8 aut seinen wissenschaftlichen 
Werdegang tibte Franz Hofmeister aus. Npiro, der auch im 
Laboratorium von Schmiedeberg gearbeitet hat, blieb bis zum 
AbschluB von Hofmeisters Lehitaitigkeit in StraBburg und 
kam dann nach Basel. 

Bekanntlich hat Hofmeister sehr friihzeitig die Bedeutung 
der physikalischen Chemie fiir die Biochemie erkannt. Spiros 
bedeutende Anlagen entwickelten sich schnell unter dem an 
regenden EinfluB des Meisters. In seiner Habilitationsschrift 
,,Uber physikalische und physiologische Selection hat er als 
einer der ersten darauf hingewiesen, daB die in biologischen 
Systemen wirksamen Affinitéten nur unter Heranzielung 
physikalisch-chemischer Gesichtspunkte vollstandig analvsieit 
werden kénnen. Diesen Fragen widmete Spiro seine Lebens 
arbeit und fand von der Beschaftigung damit eine Briicke 
zur Pharmakologie, die ihn von der physikalisch-chemischen 
Seite aus interessierte. Hingewiesen sei auf Spiros ko lloid 
chemische Forschungen, seine Studien iiber die Oligodynamie, 
seine Beitrige zum Problem der Desinfektion sowie zur Lehre 
von der Séurevergiftung. Ein Verdienst erwarb er sich schon 
in jungen Jahren auch dadurch, daB er zusammen mit dem 
Pharmakologen Filehne sich an der Einfiihrung des Pyra- 
midons beteiligte, das die Ausgangssubstanz, Knorrs Anti- 
pyrin, an Wirksamkeit erheblich iibertrat. 


Biochemische Zeitschrift Band 248. 





Spiro hat auf weite Kreise anregend und befruchtend 
gewirkt. Dazu befahigte ihn sein hervorragendes Lehrtalent, 
das sich in seinen Vorlesungen und im Laboratorium auswirkte. 
Am bekanntesten ist sein Name vielleicht durch die ,, Ergebnisse 
der Physiologie’ geworden, die er mit LL. Asher begriindete 
Dieses so glanzend redigierte Werk hat viel dazu beigetragen, 
die Errungenschaften der Wissenschaft in zusammenfassenden 
Darstellungen zu verbreiten und zu einem wertvollen Hilfs- 
mittel der fortschreitenden Erkenntnis zu gestalten. 


Karl Spiro wird in der Gruppe der Biologen, welche durch 


physikalische und chemische Arbeit die Lehre vom Leben 


gefordert haben, immer einen hochgeachteten Platz behalten. 


M. J 
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Uber die Beschleunigung der Autoxydation 
von Mereaptoverbindungen durch organische Katalysatoren. 
Kin Beitrag zur Erklirung der Wirkung von Jodessigsiure 
auf die Glykolyse im Muskel. 


Von 


Theorodor Bersin. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Marburg a. d. L. 
(Eingegangen am 16. Mdrz 1932.) 
Mit 6 Abbildungen im Text 


Von Lundsgaard' wurde beobachtet, daB die Glykolyse im Muskel 
durch Zusatz von Monojodacetat vollstandig gehemmt wird. Es schien 
nicht unwahrscheinlich, daB die Wirkung der Jodessigséiure auf einer 
Zerstirung des fiir die enzymatischen Reaktionen notwendigen Thiol 
Disulfidsystems (Glutathion) beruht?. Mir schien es daher wichtig, 
an einem Modellversuch den EinfluB der Jodessigsiure auf die Autoxy- 
dationsgeschwindigkeit eines Mercaptans zu _priifen. 

Wie in einer friiheren Arbeit? wurde als Beispiel einer Mercapto 
verbindung das Thioglykolsdureanilid, HS .CH,.CO.NH.O©,H,. ge 
wahlt und die Geschwindigkeit der Sauerstoffabsorption einer wiisseriy 
alkoholischen Lésung seines Natriumsalzes gemessen. 

Wie aus Abb. 1 zu ersehen ist, bewirkt in der Tat eine geringe 
Menge Monojodacetat, und zwar 0,01 Mol auf 1 Mol Thioglyvkolsaure 
anilid, eine ganz aubBerordentliche Beschleunigung der Autoxydation 
fast so stark wie das in der letzten Arbeit untersuchte Kupfer 


! Piese Zeitschr. 217, 162. 1930; 220, 1, 8, 1930. 
2 Siehe auch Waldschmidt-Leitz und Schaffner, Naturwiss. 20, 122, 19382, 
sowie Dudley, Chem. Centralbl., 1982, I, 1393. 

Bersin, diese Zeitschr. 245, 466, 1932. Die Versuchstechnik war die dort 
angegebene. Angewandt wurden in allen Fallen 33.40c¢em einer !° igen 
wisserig-alkoholischen L6sung des Natriumsalzes von Thioglykolsaéureanilid 
Die in den Abbildungen in Klammern angefiihrten Katalysatormengen h¢ 
ziehen sich auf 1 Mol Thioglykolséureanilid. Dre Versi chstemperatur wat 
in allen Fallen 21°. S&amtliche Gasvolumina wurden aut 760mm Druck 
reduziert. 








4 Th. Bersin: 


Von Lohmann! ist bei der Untersuchung der Glykolysehemmung 
im Muskel folgende Reihenfolge der Wirksamkeit der Halogenfett- 


sauren gefunden worden: Monojodacetat Monobromacetat > Mono- 
chloracetat ~- Trichloracetat > $-Jedpropionat. 


Wie Abb. 2 zeigt *, ergibt die katalytische Autoxydationsbeschleuni- 
gung durch diese Sauren annahernd dieselbe Reihenfolge. Nur hat sich 
das Monobromacetat als schwdcher wirksam erwiesen als das Monojod- 
acetat. AuBerdem wurde mit Cyanessigsdure eine ahnlich starke Be- 


schleunigung erzielt wie mit der Jodessigsdure 
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Abb. 1 Abb. 2. 
I mi00 JCH, . COO Na, I m 100 JCH,g.COONa, 
I] 0,02 mg Cu als Cu (N Og), II m0 NC.CH,.COONa 
Ill Kontrolle (metallfreie .Restoxydation*) Il m 100 BrCH, . COO Na, 


IV m/200 JCHy,. CH, .COONa 
V Kontrolle 


Die weitere Untersuchung hat ergeben, dal auber den Halogen- 
fettsauren auch andere Substanzen, wie das Areatin, Kreatinin, die 
Tribrombrenztraubensdure und die Oxalsdure, eine Beschleunigung der 
Autoxydation des Thioglykolséureanilids bewirken, wenn ihre Wirksam- 
keit auch nicht an die der Jodessigsiure oder Cyanessigsaéure heran- 
reicht (Abb. 3). Keine Wirkung zeigten Tribromessigsdure, Acetonitril, 
Jodoform und Jod. Die Oxalsiure wurde gewahit, weil sie beim 
eventuellen Zerfall der Tribrombrenztraubenséure entstehen kann®. 
Es sei erwihnt, daB weder das Kreatin noch die Tribromessigsaure die 
Wirkung nachtraglich zugesetzten Kupfers irgendwie beeinfluBt. Bei 
der Beurteilung der Kurven ist zu beachten, daB nur die Tribromessig- 


' Diese Zeitschr. 236, 444, 1931. 

2 Die Saéuren wurden in Form ihrer Natriumsalze zugesetzt. Die 
Verbindungen hatten die in der Literatur angegebenen Schmelzpunkte. 

3 Grimaux, Bl. [2] 21, 391, 393. 
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Beschleunigung der Autoxydation von Mercaptoverbindungen usw 5 


siure, Tribrombrenztraubensaure und Oxalsaure in der gleichen Kon 
zentration wie die Halogenfettsiuren, namlich 0.01 Mol auf 1 Mol 
Thioglykolsdureanilid, verwandt wurden, wahrend beim Kreatin und 
Kreatinin die zehnfache Menge (0,1 Mol) zur Anwendung gelangte. 

Da die Wirkung der halogenierten Fettsiuren, wie Abb. 2 zeigt, 
mit der Reaktionsfahigkeit der Halogenatome zunimmt, lag es nahe 
anzunehmen, daB die eigentlichen, die Autoxydation beschleunigenden 
Substanzen nicht die Halogenfettsauren, sondern die durch Umsetzung 
derselben mit dem = Thioglvkolséureanilid entstehenden Thiodthe 
darstellen: z. B. HOOC . CH,J + HS .CH,CO.NHC,H, ~ HOOC 
.CH,.S.CH,CONHOC,H, - HJ*. 
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Minuten 
Abb. 3. Abb. 4 
I m/10 Kreatin NH, .C€ (: NH). N(CH,) I m 100 S(CH,. COO Na) 
CH,.COONa H,0, If m/100 J CH,.COONa 


Il m/10 Kreatinin, 

II] m/100 tribrombrenztraubeusaures Na, 
Brz€. CO. COONa, 

IV. m/100 (COONa)s, 

V m100 Br, € . COONa, Kontrolle 


In der Tat beschleunigt, wie aus Abb. 4 zu ersehen ist, die 7'hiodi- 
glykolsdure (das eigentlich entstehende Monoanilid wurde noch nicht 
gepriift, wird sich aber sicher genau so verhalten) die Autoxydation des 
Thioglykolsaureanilids in noch héherem Grade als die Jodessigsaure 
Diese Wirkung ist nicht auf die Thiodiglykolsaure beschrankt, sondern 
kehrt, wie Abb. 5 zeigt, bei einer ganzen Reihe von Thioadthern! in 
mehr oder weniger ausgepragtem MaBe wieder. 

Wenn man die verschiedene Wirksamkeit dieser Thioather le 
trachtet, hat es den Anschein, als ob negative Gruppen (CO, NY, 
welche unmittelbar neben dem mit dem Briickenschwefel verbund:enen 


* Vel. Klason, A. 187, 114, 1877: Klason u. Carlson, B. 89, 733, 1906 
' Herrn Prof. Krollpfeiffer danke ich auch an dieser Stelle fiir die 
bereitwillige Uberlassung einiger Praparate. 











6 Th. Bersin: 


Kohlenstoffatom stehen oder von ihm durch eine Doppelbindung 
getrennt sind, die katalytische Wirksamkeit der Sulfide vergréBern 
V beschleunigt weniger als Il, wahrend sich | durch hohe Wirksamkeit 
auszeichnet !. Es erscheint nicht ausgeschlossen, dab die zellschadigende 
Wirkung bestimmter Sulfide * auf einer Zerst6rung des fiir enzymatische 
Reaktionen notwendigen Glutathionsystems beruht. 


I CHs s-—CH 
NO 
co 
CH, C-CH(OC,H,). CoH 
Il 
CH 
Hil CgH,NH.CO.CH,.S.8.CH,.CO.NH 
Cell 
Ss 
I\ rhianthren 








co 
CH, CH 
\ 
C He 
S 


Die Konzentration betrug in allen Fallen 
m 100. 


Es fragt sich nun, wie ist diese Autoxydationsbeschleunigung 
durch Thioither chemisch zu deuten ? 


Wenn man im Auge behalt, daB Thioaither sich unter Umstanden 


3 und da® andererseits auch das 


zu Sulfoxvden autoxydieren kénnen‘ 
bei der Autoxydation von Mercaptanen entstehende Hydroperoxyd die 
‘Sulfide relativ leicht zu Sulfoxyden oxydiert, erscheint der Schlub 
zwingend, daB die Sulfoxyde die eigentlichen Dehydrierungsmittel der 
Mercaptane sind?. 

e € ped R 
> 2) <<... 2 0 S<pt+2HSR, >s< } + Hod. 

R R R = 


+Z5~p 


1 Vgl. auch Moureu, Dufraisse u. Badoche, C. vr. 179, 237: Chem. Central- 
blatt 1924, IT, 1431. 

: Dichlordiath ylsulfid (Yperit ); Oxydiphenylsulfide, Hilbert u. Johnson, 
Amer. Soe. 51, 1526, 1929; Sulfide des Knoblauchs, Lehmann, Chem. Central- 
blatt 19380, II, 88. 

8 Bougaultu. Robin, C. r. 171, 353, 1920, Chem. Centralbl. 1920, TIT, 588. 

Es ist nicht unwahrscheinlich, daB die Sulfoxyde aus primar ent- 
0 R 

stehenden Moloxyden | >S<¢ 
0 R 


gebildet werden. 
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Beschleunigung der Autoxydation von Mereaptoverbindungen usw 7 


Von Anfang an zugesetztes Sulfoxyd mubte daher die Autoxyvdation 
zumindest ebenso beschleunigen wie das entsprechende Sulfid. Abb. 6 
zeigt, daB in der Tat Sulfoxyldiglykolsdure! ebenso stark wirkt wie 
Thiodighvkolsaure, und Thianthrendisulfoxyd sogar wirksamer ist als 
Thianthien (welches allerdings sehr schlecht léslich ist, die Losung 


war tribe). 


| i t | | te 





f 

Abb. 6 

* 1 m/100 SiC Hy. COO NA)», 
S Hm 1lOO=SiC Hy. COONa) 
S Hit m 100 Thianthren 


IV m/100 Thianthrendisulfoxvd 


Auf Grund der beschriebenen Versuche scheint es nicht unwahr- 
scheinlich, daB die Vergiftung der Muskelglykolyse durch Jodessigsdure 
auf cine Zerstérung des Glutathionsystems zuriickzufiihren ist. Um ein 
zelInen hat man sich die Wirkungsweise des Monojodacetats so vor- 
zustellen: 1. Abspaltung von Jodwasserstoff aus Glutathion GSH und 
JCH,COOH unter Bildung des Thioaithers GSCH,COOH und 
2. irreversible oxydative Zerst6rung des ,,.lebenden*’ 2 GSH <= GSSG 
Gleichgewichts? durch das sich bildende und zerfallende Sulfoxyd 
GS(=]O)CH,COOH. 

Diese neugewonnene Erkenntnis von der Wirkung der Sulfide als 
Sauerstoffakzeptoren, an die sich die Dehydrierung der Mercaptane durch 
das Suljfoxyd anschlieBt, ist geeignet, auch die sogenannte metallfreie 
..Restoxydation™ der Mercaptane erklaren zu kénnen. Jedes noch so 
sorgfaltig gereinigte Mercaptan wird stets noch Spuren des Disulfids 
enthalten, das dann als Sauerstoffakzeptor und -iibertrager fungieren 
wird (siehe Abb. 1, IIIT und Abb. 5, TIT), es handelt sich also um eine 
Autokatalyse. 

Eine Stiitze dieser Auffassung scheinen mir auch die Versuche mit 
Methylenblau in Thunberg-Roéhren® zu liefern: das Methylenblau (Verch) 
wird namlich vom Mercaptan mit oder ohne Zusatz von Monojodacetat 


bzw. Sulfid gleich schnell entfarbt. Da es sich hier um eine reine Dehvdrie 
rung: 2 RSH MB—~ RSSR MBH, handelt, ist aus diesen Versuchen 


' Vgl. Schering, Schwed. Pat. 63818: Chem. Centralbl. 1980, 1, 3596 
Hopkins, J. of biol. Chem. 54, 557, 559. 
P. Rona, Prakt. d. physiol. Chem., 2. Aufl... 1931 














& Th. Bersin: Beschleunigung der Autoxydation usw. 


zu entnehmen, dab, im Gegensatz zu den Metallen, das Monojodacetat und 
die Sulfide nicht den Dehydrierungsvorgang, sondern nur die Ubertragung 


von Sauerstoff beschleunigen. 





Ansatz 


1a. 5eem 0,005 mol. wasserige M B-Lésg.; 0,34 com JCH,COONa- 
Lésung (0,186 mg JC H, COOH); 0,5 cem n/10 alkoh. Na OC, H;; 
5 cem 0,01 mol. alkoh. Losung von Thioglykolsaureanilid 

Lb. Dieselbe Losung, nur statt Monojodacetat 0,34 com Wasser 

2a. 1 com 0,005 mol. MB; 2,5 cem 0,001 mol. S(CHgCOONa), 
in Wasser; 0,5 com n 10 alkoh. NaOC,H,;; 5 cem 0,01 mol. 
ae eee ee eee hae ah 

2b. Dieselbe Losung, nur statt thiodiglykolsaurem Natrium 2,5 cem 
Wasser . 


Entfirbungszeit 
Min 


180 


180 


26 


26 


Die Untersuchung wird fortgesetzt ; insbesondere soll die Hemmung 
der Glykolyse im Muskel durch Sulfide und Sulfoxyde eingehend 


studiert werden. 
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Manometrische 
Atmungsmessungen an der intakten Warmbliiterlunge. 


Von 
Hans Laser. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiu 


medizinische Forschung. Heidelberg.) 
( Eingeqang nam 12. Marz 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Manometrische Messungen der Stoffwechselgr6Ben von Geweben 
nach Warburg kénnen mit geniigender Exaktheit nur unter Beriick- 
sichtigung der Grenzschnittdicke vorgenommen werden. , Es eignen 
sich deswegen hierzu nur Gewebeschnitte oder solche intakten Gewebe, 
die normalerweise diese Dicke nicht iiberschreiten, wie z. B. die Retina 
oder das Zwerchfell junger Ratten. Auch fiir die intakte Lunge miibte 
es indessen gelingen, zutreffende Stoffwechselgr6Ben zu erhalten, 
wenn man sie aufblaht, da anzunehmen ist, daB die aufgeblahte Lunge 
kleiner Séugetiere iiberall in ihrem gesamten Querschnitt in ihren 





Abb. 1 
\ufgeblaihte Rattenlunge, wie sie im Atmungsversuch verwendet 
Gefrierschnitt, VergréBerung 1: 100 


\ j 
WW | 


1* 











10 H. Laser: 


Alveolen und Septen die Grenzschnittdicke nicht iiberschreitet (Abb. 1) *. 
Ich habe deshalb unter Leitung von Herrn O. Meyerhof eine Methode 
zur manometrischen Messung des Sauerstoffverbrauchs der intakten 
Lunge oder eines intakten Lungenfliigels ausgearbeitet. 


Material und Methode. 


Als Material wurde nach einigen Vorversuchen mit der Lunge 
von Meerschweinchen und Mausen der linke obere Lungenfliigel von 
erwachsenen, nicht zu alten Ratten verwandt. Die Tiere werden zur 
Vermeidung von Lungenblutungen nicht durch Schlag, sondern durch 
Durchschneidung der Halswirbelsaiule getétet. Nach Eréffnung des 


for 


S 
n 
a) 
pa i Abb. 2. Lungengefib 
et 1 aund 4: durch H&ihne 
“@ re. verschlieBbare, zum Manometer 
fiihrende Kapillaren. 
und g: Rezipienten fiir Kali- 
\/ 
‘ ? : » de Olive 
ta lauge. : Olive. 


“GG ) e: Schlauch. /f: Platinkaniile 


h: Boden des Gefiles fiir 


- 
f Be! ie \w, Ringerlisung 
} 


Thorax wird die Lunge herausprapariert und ihr linker oberer Lappen 
mit dem dazugehérigen Bronchus isoliert. In diesen wird eine kleine 
Platinkaniile (/) eingebunden, welche durch ein kurzes Stiick Schlauch (¢) 
als Zwischenglied an der Olive (d) des dazu konstruierten GefaiBes 
(Abb. 2) befestigt wird. Das LungengefaB muBte wegen der Dimensionen 
der aufgeblihten Lunge ziemlich groB sein. Es hatte einen Inhalt 
bis zum Manometer von etwa 48 ccm. Das Wesentliche daran ist, dal 
durch den Helm zwei durch Hahne verschlieBbare Kapillaren @ und 6 
zum Manometer fiihren, die sich vor dem Manometer vereinen. Die 
eine Kapillare (a) ist durch den Helm hindurchgefiihrt. Innerhalb des 


* Die am histologischen Praparat gemessene Schnittdicke der Alveolen- 
wande iiberschritt nicht 0,l mm. Die aus der Abnahme der Atmung bei 


10°, Og in Ny, berechnete Schnittdicke wiirde etwa 0.2 mm. betragen. 
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Manometrische Atmungsmessungen an Warmbliterlunge. 11 


GefaiBes lauft sie in die Olive d aus und tragt seitlich eine kleine Re- 
torte (c). Uber die Olive wird der Schlauch (e) mit der Lungenkaniile 
gezogen. Die Retorte ¢ dient als Kalilaugerezipient zur Aufnahme 
der aus dem Lungeninnern bei der Atmung entstehenden Kohlensaure. 
Am Boden des GefaiBes befindet sich nochmals ein Rezipient fiir Kali- 
lauge (g) zur Aufnahme der von der Lungenoberfliche abgegebenen 
Kohlenséure. Das Gefi® wurde mit 1,5 cem Ringerlésung zur Auf- 
rechterhaltung eines konstanten Feuchtigkeitsgrades im GefiB ge- 
fiillt (h). Nach dem Ansetzen des GetibBes und erfolgtem Temperatur- 
ausgleich sowie Einstellung wurde der Hahn der Kapillare 6, welche 
vom Manometer direkt in das GefaB fiihrt, abgeschlossen, dann wurde 
die Lunge durch In-die-H6he-driicken der Brodieschen Flissigkeit von 
Innen aufgeblasen. Dieses Aufblahen darf nicht zu stark sein, um die 
physiologischen Verhaltnisse nicht zu iiberschreiten. Es entsteht auf 
diese Weise ein gewisser Innendruck in der aufgeblahten Lunge, welcher 
sich allmahlich durch die Lungenoberfliche in das GefiB hinein aus- 
gleicht. Dies geschah jedoch so langsam, dag man die rhythmischen 
Atmungen nicht durch entsprechendes rhythmisches Auf- und Ab- 
schrauben der Brodie-Fliissigkeit zu ersetzen brauchte, sondern es 
geniigte, wenn man innerhalb 30 Minuten zweimal den Druck erneuerte. 
Etwa 3 Minuten vor den Ablesungen, welche alle 15 oder alle 30 Minuten 
erfolgten, wurde der Hahn der Kapillare 6 wieder geéffnet, es erfolgt 
dadurch der Druckausgleich, nach welchem das Ergebnis wie bei jedem 
gewohnlichen Versuch abgelesen werden kann. Die Methode ist nur 
insofern den physiologischen Bedingungen nicht entsprechend, als 
nur unter Absorption von Kohlensdure gearbeitet werden kann. 

Die Trockengewichte der untersuchten Lungen betrugen etwa 60 mg. 


Atmung hei verschiedenen Sauerstoffdrucke . 
Die Atmung in reinem Sauerstoff ergab in zahlreichen Versuchen 


‘s. Tabelle 1) tibereinstimmende Werte fiir Qo, zwischen 7,2 und 8,2, 


Tabelle I. 


Atmung in reinem Sauerstoff, 30 Minuten. 





Versuch . Trockengewicht Verbrauchte 

Nr. Ko, mg em? Og Wo 

1 4,21 84.60 73.0 7,27 

2 4,21 69,34 67.5 8,10 

3 4.19 56,11 54.5 8.13 

4 4,19 50,27 46,0 7,67 

5 4,39 64.48 54,5 7.42 

6 4,39 70,13 61,5 7,73 
Durchsehnitt: 7,80 








12 H. Laser: 


im Mittel 7,80. Wird der @Q, fiir die nicht aufgeblahte, kollabierte 
Lunge bestimmt, so ist er wesentlich niedriger, zwischen 3 und 5, doch 
kann man ihn innerhalb einer gewissen Zeit durch nachtragliches Auf- 
blahen noch auf die gew6hnliche Héhe bringen. Auch Ausschalten des 
aufgeblahten Lungeninnern durch Einblasen von  Ringerfliissigkeit 
setzt den Quotienten etwa wie bei der nicht aufgeblahten Lunge herab. 
Diese Versuche sind als Kontrollen fiir die Methode zu werten. 

DaB eine véllige und ausreichende Sauerstoffsattigung der ganzen 
Lunge vorliegt, ergibt sich daraus, da8 bei Verwendung von 100°, O, 
oder von Luft der Quotient praktisch auf der gleichen Héhe bleibt 
(in Luft: 7,1; in O,: 7.9). Die geringen Schwankungen liegen innerhalb 
der Fehlergrenzen. 

Dagegen war bei 10°, O, in N, eine deutliche Abnahme des Qo, 
festzustellen (Tabelle I, in Luft im Mittel 6,7, in 10°, O, im Mittel 4.6). 
Bei diesen Versuchen wurden mit den verschiedenen Gasen nacheinander 
Beobachtungen von je 30 Minuten angestellt. 


Tabelle I. 


Atmung in Luft, reinem O, und 10°, O, in N,. abwechselnd je 30 Minuten. 





) 




















Verbrauchte cem Og in ¢Q, in 
Ver Trocken- ~ 
such Ko, gewicht Luft O2 Luft Oo Luft 0 Luft Os 
= 0—30 30-60 60-90 90— 120 0-30 30—60 60-90 90--120 
Nr mg Min. Min Min. Min. Min. Min. Min. Min 
7 4.31 51.79 42.0 46.0 7,0 7,7 
S 4.31 56.25 50,0 54.5 7.66 8,36 
y 4.39 72,138 (54,8) 61,5 57,0 57,8 6,66 7,49 6,94 7,03 
Durchsechnitt: 7,1 7,9 
: : Verbrauchte cem Op» in Yo, in 
Ver- Trocken- 
such Ko gewicht Luft 10%) Og inNg Oy. Luft 10° ,0, inN» Os 
oO 30 30-60 Ho oO O- 30 10-60 60-90 
Ni mg Min. Min Min. Min Min Min 
10 4.39 55.76 42.0 —- 6.61 
11 4,39 62,17 46,5 6,64 B2 
12 4,39 63,27 48,0 6,65 4.72 
13 4.39 68,90 55,0 50.0 7.09 4.91 6,36 
Durehsehnitt: 6,72 4.62 


Versuche mit Kohlenoxyd. 


Auf die gleiche Weise wurde in einigen Versuchen auch die Ein- 
wirkung von Kohlenoryd auf die Atmung untersucht. Und zwar wurde 
die Lunge zuerst 30 Minuten unter reinem Sauerstoff oder unter 20°, 
O, + 80°, N, gehalten und danach 20°, O, + 80°, CO durchgeleitet und 
in diesem Gemisch ebenfalls 30 Minuten gemessen. Danach erfolgte 
noch einmal eine Periode in reinem Sauerstoff (Tabelle I11). In einigen 
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Versuche II]. 


Atmung in reinem O, baw. 20°, Os SO N, und 20%, 0, 66"). CO, 
abwechselnd. 








Verbrauchte eem ©. in Vo, it 
_ Kk lrocken =" 
such . ioht 20 mf) ‘) 
“0, wiel 7 su to O Oy, st io 
” Me 20) 60 Hh ow i) wo 4) eo mw “) 
Ni mg Min Min Min Min Min Min 
14 439 60.40 H6.9 46.0 5D. SSD 6.69 S.0S 
15 4,39 72.73 60.0 65.0 66.5 7.24 7.85 S02 
16 4,39 69.60 65.0 57.0 56.0 8.20) 7.25 7.06 
Verbrauchte ecem Oy in QV )), in 
" A pvecnen- a f rf > 
such h pit * 0 a”) »”) Oy ny ) 
0 gewicht 80 Ny g09o CO O, 800) Na g0 Co Os 
0— 30 30— 60 60 90 0—30 30-60 60-90 
M1 mg Min Min Min. Min Min Min 
WF 4,89 67,53 44.0 46,0 47,0 5,72 5,98 6,10 
18 4,39 TIAT 57.0 42.8 54.0 6.67 5.10 6.30 
19 | 4,39 66.32 69.0 61.5 63.5 7.95 8.14 8 45 


von diesen Versuchen war eine sehr geringe Hemmung der Atmung fest- 
zustellen, die jedoch nur sehr wenig die Fehlergrenzen /iiberschritt. 
Sauerstoff 
und 80°, Kohlenoxyd praktisch keine Atmungshemmung_ festzu- 


Es kann daher gesagt werden, daB bis herunter zu 20°, 
stellen war. 


Versuche mit Lactat. 


Die Atmung in Sauerstoff bleibt etwa 3 Stunden konstant, det 
Abfall beginnt etwa in der sechsten halben Stunde. Es wurde untersucht, 
ob durch Einwirkung von Lactat eine Steigerung der Atmung oder eine 
Anderung des Ganges der Atmung erzielt werden kénnte. Zu diesem 
Zwecke wurde die Atmung zunachst 30 Minuten in Sauerstoff gemessen, 
dann wurde der Schlauch mit der Lungenkapillare abgenommen und 
das Ganze nach nochmaliger Aufblahung der Lunge in kérperwarme 
Ringerlésung getaucht, welche n/50 neutralisierte Milchsaure und 0,13 °,, 
Natriumbicarbonat enthielt. Hierin wurde die Lunge 30 Minuten 
gelassen, unter Durchstr6mung von 5°,, CO, in O,. Darauf wurde die 
Lunge wieder in das AtmungsgefaB gehangt und erneut manometrisch 
gemessen. ‘Trotz einiger geringer Steigerungen nach dem Einhingen 
in Lactat ergeben die Versuche im Mittel keine derartig starke At mungs- 
steigerung, wie sie bei anderen Organen! gefunden worden ist. Ein 
verspateter Abfall der Atmung, wenn man den Gang der Atmung vom 
Beginn der ersten Periode an betrachtet, ist angedeutet (Tabelle IV) 


1 O. Meyerhof, K. Lohmann u. K. Meyer, diese Zeitschr. 237, 437, 1931 
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Manometrische Atmungsmessungen 


Milchsdurebestimmungen. 

SchlieBlich wurden einige chemische Milchsiurebestimmungen in 
Rattenserum zur Messung der aeroben und anaeroben Glykolyse det 
Lunge vorgenommen. Auf die gleiche Weise herauspraparierte und in 
lie Kantle eingebundene Lungen wurden in aufgeblalitem Zustande 
wach Einleiten von 5°, CQO, in O, und von 5°, CO, in Ny in 1,0 cem 
tattenserum 60 Minuten geschiittelt. Es wurde die Zu- oder Abnahme 
von Milchsaéure im Serum bestimmt (Tabelle V). In der aeroben Phase 
verschwindet Milchséure, in der anaeroben wird mehr gebildet, die 
Differenz gegeniiber dem Ausgangswert des Serums ist pro Milligramm 
Feuchtgewicht Lunge im aeroben Falle 0,08 mg Milchsaure, im 
anaercben Kalle + 0,1 mg Milchsiéure. Aus der Abnahme der Milchsaure 
in Sauerstoff ergibt sich, daB die Atmung ausreichend ist und die An- 
nahmen hinsichtlich der Methode zutreffen. Die anaerobe Glykolyse 
ist klein, in Sauerstoff wird, ahnolich wie in der Leber hungernder Ratten, 
praformierte Milchsdéure oxydiert. Man kann also annehmen, da die 
Lunge auch in vivo an der Riickverwandlung der in, Blute kreisenden 
Milchsaure beteiligt ist. 


Tabelle V. Milchsaurebestimmungen in 1,0 ccm Rattenserum. 








mg Milchséure, mg Milehsiure nach Ditferenz in mg Milchsiure 
Anfangswerte 60 Min n 60 Min 
9 COginOs, 5 COs in Ne 9) COS iN O y CO, in No 
he - S ~ ; 
a = : & 2 z = 
> = =~ a a6 2 - we = we 
S. Z = — 5 — S Ss - SS = = 
m4 oe S = = - — =< = = © 
>| e == se 2, Z +33 i 
an EZ Ea =e = a = 
BN ei = 
i. az Se bis 
mg mg mg 
321,35 1.34 0,412 327,0 ~ 1,92 255.0 0.25 204 
331.18 1,30 0,558 371,0 1.51 275.0 213 407.0 0,20 0,08 + 0,22 0.06 
34126 1.25 0,363 207.5 1.50 199.0 1.76 184.0 0.108 —0,06 .- 01838 - 034 
35 1.37 0,288 234.0 1,48 226.0 1.95 260.0 O.168 —0.08 +026 401 
ac : : 1.59 203.0 0.13 0.06 
36 1.29 1.24 0,220 216.0 He aU ite , 
th 1,24 620/216 | 1,94* 216.0* 0.357 + 0164 


* Nach 120 Minuten. + Von 60 bis 120 Minuten 
Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode beschrieben zur manometrischen Messung 
der Atmung der intakten aufgeblihten Saiugetierlunge. Der Atmungs- 
quotient Q,, der Lunge junger Ratten betriigt 7,8 und ist bereits in 
Luft maximal. In 10%, O, (90°, Nj) kommt es zu einem Abfall der 
Atmung. Bei 20°, Sauerstoff wird durch 80°, Kohlenoxyd die Atmung 
nicht merkbar gehemmt. Die anaerobe Milchséiurebildung bzw. det 


aerobe Milchsiureschwund sind klein. 

















Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide. 
VI. Teil: 
Gieronnenes Ovalbumin und verschiedene Kohlenhydrate. 
Von 
st. J. von Przylecki und M. Z. Grynberg. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitit Warschau. 
(Eingegangen am 15, Marz 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nachdem wir in dem LV. Teil dieser Arbeiten! die Bindung zwischen 
dem Amylopektin und verschiedenen. stickstoffhaltigen Substanzen 
behandelten, wandten wir uns zu den Untersuchungen iiber die Bindung 
verschiedener Kohlenhydrate (A) und ihrer Ester mit dem EiweiB (2). 
Da hier meistenteils die Kohlenhydrate in kolloidalem Zustande an- 
wesend waren, arbeiteten wir mit einem ,,Standard*’-EKiweib, welches 
im Gelzustande suspendiert wurde. Als solehes wurde das Merek- 
Albumin gebraucht. 

Als Ziel dieses Teiles der Untersuchungen stellten wir uns, folgende 
Bindungen mit EiweiB zu bestimmen und zu erklaren: 

1. Bindung der Mono-, Bi- und Trisaccharide. 

2. Bindung eines phosphorylierten Monosaccharids (Mg-Hexose- 

diphosphat nach Neuberg). 

3. Bindung des Isotrihexosans Pictet. 

4. Bindung der Dextrine. 

5. Bindung der phosphorfreien Starkebestandteile (Amylose). 

6. Bindung der phosphorhaltigen Starkebestandteile (Amylo- 
pektin). 

7. Bindung der Starke (nicht in ihre Komponenten zerlegten). 


8. Bindung des Glykogens. 


' St. J. von Przylecki u. 8S. Dobrowolska, diese Zeitschr. 247, 1, 19382. 
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Methodik. 


EiweiB. Das Ovalbumin Merck oder das Serumalbumin wurden nach 
Globulinabtrennung als eine 5°,ige Lésung durch 5 Minuten Hitzekoagula 
tion bei pu 5,0 in den Gelzustand iibergefiihrt. Das Casein Merck wurde 
als 10° ige Suspension angewandt, 


Kohlenhydrate. Bei Glucose, Fructose, Maltose, Saccharose wurden 
Mercks reinste Praparate angewandt. Das Mg-Salz der Hexosediphosphor- 
siure! wurde im Institut von Herrn C. Newberg in Berlin-Dahlem dar- 
gestellt; das Isotrihexosan wurde nach Vorschrift von A. Pictet? bereitet. 
Die Grenzdextrine wurden sowohl nach Pringsheim*® aus Amylopektin, als 
auch nach dem folgenden Verfahren gewonnen: 


1 Liter 2°,,ige Amylopektinlésung (s. unten) wurde mit 100 cem eine 
0,1° igen Amylase (Diastase absol. Merck), die 10 Minuten auf 70° erhitzt 
war, gemischt und in einem Thermostaten (25°) stehen gelassen. Nach 
6 Stunden gab die Lésung mit Jod eine leicht violette Farbung. Nach 
6 Stunden war die Reaktion violett-rot. In diesem Moment wurde die 
Amylopektinlésung mit soviel Alkohol gemischt, um eine 70° ,ige Alkohol- 
konzentration zu erhalten. Es bildete sich cin Niederschlag, der von der 
Lésung durch Filtration getrennt wurde. Die Lésung wurde durch weiteren 
Alkoholzusatz bis auf 86°, Alkohol konzentriert. Es bildete sich ein Nieder- 
schlag, der von der Lésung abgetrennt und mit 90° ,igem Alkohol gewaschen 
wurde. Nachdem er getrocknet war, wurde er in kaltem Wasser geldést. 
Die Lésung gab mit Jod eine schéne rote Farbung. Das mittlere Molar- 
gewicht wurde mit dem Dekhuyzen-Kryoskop bestimmt. Es entsprach 

1800 Molgew. Die Amylose und das Amylopektin wurden nach det 
in dem vierten Teil beschriebenen Methode bereitet. Das Glykogen war 
entweder von Kahlbaum oder aus der Kaninchenleber nach Rona und 
v. Eweyk* bereitet. Die Dextrine waren von Merck bezogen. 


Alle Praparate wurden auf Phosphor untersucht. Es wurde nach 
Lohmann und Jendrassik® der P mit der folgenden Modifikation bestimmt: 


Anstatt die organische Substanz zu veraschen, wurde der P in alkali- 
schen Lésungen (3°,, NaOH) in Freiheit gesetzt durch 1'/,stiindiges Er- 
hitzen bei 2 Atm. Druck. Der P wurde vor und nach der Hydrolyse be- 
stimmt. 


Die Ausfiihrung der Experimente gestaltete sich verschieden. je 
nach dem Problem. 


Meistenteils wurde das Eiwei8 bei pu 5 koaguliert und nur dann durch 
n/10 HCl oder NaOH auf verschiedenes px gebracht. Wir arbeiteten bei 
pu 1,7, 2,0, 3,0, 5,0 und 7,0. 

In einigen Experimenten wurde die Koagulation bei Salzanwesenheit 
ausgefiihrt. Zu 25cem 5°,ig. koagulierter Albuminsuspension wurden 

» 


25cem 1°,ige Kohlenhydratlésung zugesetzt. Die Systeme wurden 2 bis 


1 CC, Neuberg u. S. Sabetay, diese Zeitschr. 161, 240, 1925. 


2 A. Pictet, Helv. chim. Acta 12, 1929. 

3 H. Pringsheim, Die Polysaccharide, 3. Aufl. Springer 1931. 
4 Rona u. v. Eweyk, diese Zeitschr. 216, 1930. 

5 K. Lohmann u. L. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 248 9 
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4 Stunden auf der Schaukelmaschine geschiittelt (100 Touren pro Minute). 
Gleichzeitig wurden zwei Kontrollen bereitet: 1. wo anstatt Kohlenhydrate 
25cem H,O zugesetzt wurde und 2. wo H,O mit der Kohlenhydratlésung 
gemischt wurde. Nach 2 bis 4 Stunden Schiitteln wurde filtriert und in 
der Lésung nach EnteiweiBung die Kohlenhydrate nach 4 Stunden Hydrolyse 
mit 3°,, HCL nach Willstdtter und Schudel bestimmt. In einigen Experi- 
menten wurden die Systeme nach dem Schiitteln auf 100° gebracht und 
verschiedene Zeit gehalten. In anderen Fallen wurden Salze (MgCl, oder 
Na,SO,) zugesetzt oder das System durch H,O-Zugabe verdiinnt. 

Die Menge der gebundenen Kohlenhydrate wurde nach der Abziehung 
der Korrektur, die die Systeme EiweiB + H,O gaben, berechnet. Die 
Mengen der Kohlenhydrate in der Korrektur waren immer sehr ahnlich. 

Die Ziffern der Tabellen sind Mittelwerte aus drei bis sechs Experi- 
menten und entsprechen der Gleichung: Glucose der Lésung ge- 
fundene Menge Korrektur. Der Prozentsatz der gebundenen Kohlen- 
hydrate ist 

(K + H, 0)— (K + EB) 


- 100. 
K +H, 0 


wo K = Kohlenhydrat und £ = EiweiB bedeutet. 

In allen Experimenten, wo keine Anmerkung angegeben ist, erfolgt 
die Bindung bei derselben #- und A-Konzentration, sowie bei gleichem 
Volumen. 

Ergebnisse. 
1. Bindung der Mono- und Bisaccharide. 

25cem 5°, ig. EiweiBgel + 25cem 0,2°, Zucker wurden 1 oder 
4 Stunden geschittelt und filtriert. Der Zucker wurde in 25 ccm des Filtrats 
bestimmt. Im Falle, wo die Saccharose untersucht wurde, war das Filtrat 
mit einer 2,5°,ig. HCl 3 Stunden hydrolysiert. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle I dargestellt. Obwohl die Unter- 
suchungen bei verschiedenem pq ausgefiihrt waren, gaben sie iiberall 
ein negatives Resultat. Keine Bindung zwischen EiweiB und Mono- 
und Bisacchariden bei px 3 bis 7. 


Tabelle J. 


Kohlenhydratmenge, die in 6cem der Lésung gefunden war. 





Giliniee Pu ‘| Eingefiihrte Menge Gefundene Menge Differenz 
mg mg 

Glucose 3,0 22,3 23,4 1,1 
4,0 22,3 22,3 0 
7,0 22,3 22,3 0 

Maltose 3.0 22.4 22,4 0 
4.0 22,4 22,8 — 0,4 
7,0 22,4 22,4 0 


3,0 23,6 23,6 0 
4.0 23,6 23,6 0 
7,0 23,6 23,6 0 


Saccharose 
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Dieselben Ergebnisse wurden in denjenigen Experimenten er- 
alten, wo die Mischung unkoaguliertes EiweiB mit Glucose bei py 5,0, 
7.0 oder 9,6 24 Stunden stehengelassen und dureh ein Ultrafilter 
iltriert wurde (Tabelle I). 


Tabelle 11. 


\ 25cem Ovalbumin + 25cem 1°, ig. Glucose. 4 Stunden geschiittelt. 
In 10 cem des Ultrafiltrats wurde die Glucose bestimmt. B wie A, aber 
nach dem Schiitteln wurde das ganze System 24 Stunden stehengelassen. 


Glucose in Milligramm. 





Eiweibultrafiltrat 
System Pu + gleiches Vol. der 
Glucoselésung 


Filtrat der Eiweif- 


* Di » > 
Glucose-Mischung Differenz 


A 5,0 44.8 44.5 0.3 
7,0 44.8 44,65 0.15 
9.6 44.8 44.5 0 

B 5,0 44.8 44.6 0,2 
7.0 44.5 44.7 0,1 
9,6 44.8 44,9 0,1 


Die kryoskopischen Untersuchungen, die den Vergleich der .1 von 
EiweiB und Glucose getrennt und in einer Mischung erlaubten, gaben 
dasselbe Resultat (Tabelle ITI). 


Tabelle Ill. 
®., Ovalbumin und 1°,, Glucose enthielt. 


1 einer Lésung, die 3 





4, theoretisch berechnet 


aus der Summe 4 der 3 © ,ig. J der Mischung, 
Ovalbuminlisung + 4 der gefunden 
0 


oig. Glucoselésung 


0,206° 0,207° 
0,207 0.208 
Sowohl koaguliertes, wie als Sol angewandtes Eiweif bindet sich 
mit den einfachen Kohlenhydraten nicht. 


2. Bindung des Mq-Hexosediphosphats. 

Die Experimente, die mit den Systemen koaguliertes EF und Hexose- 
diphosphorsaure, die bei px 1,7, 3,0, 5,0 und 7,0 ausgefiihrt waren, 
zeigten, daB dieses Salz sich gut mit dem EF bei px 1,7 und 3,0 bindet 
(12,5 und 10,0°;% der anwesenden Menge). Keine Bindung wurde bei 
pu 5,0 und 7,0 nachgewiesen (Tabelle IV). 

Da aber das Mg des Hexosephosphorsiuresalzes eine Entbin- 
dung hervorrufen konnte (Przylecki und Majmin'), wurden besondere 


1 Diese Zeitschr. 240, 1931. 
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Tabelle IV. 


Bindung des Mg-Hexosediphosphats nach Newberg durch das Ovalbumin 
Kohlenhydrate, die in 6cem gefunden waren, in Milligramm. 





Proben, die mit 


Kontrolle EiweiB geschiittelt waren Differenz 
PH ohne Eiweif — 
Grenzwerte Mittelwerte mg 
1,7 26,8 23,3—23,4 23,4 3,4 12,5 
3,0 26,8 24, 0—24,6 24,1 2,7 10,0 
5,0 26,8 26,5—27,3 26,9 — 0,1 
7,0 26,8 26,8—27,0 26,9 0,1 


Experimente ausgefiihrt, um eine Bindung des Esters mit Casein nach- 
zuweisen. Das Casein bindet, wie in dem nichsten Teil dieser Arbeiten 
gezeigt wird, sich mit den Polysacchariden auch bei Anwesenheit von 
gréBeren Mengen von Salzen. Auch in diesem Falle, wo das Amylo- 
pektin sich gut bei groBen MgCl,-Mengen bindet, wurde bei py 5 und 7 
keine Bindung zwischen E und Hexosediphosphorsiure nachgewiesen 
(Tabelle V). Bei pu 3,0 ist die Bindung gleich derjenigen, die mit 
Albumin beobachtet wurde (10 bis 12°). Das Maximum der Bindung 
wurde bei pu = 1,7 konstatiert. 


Tabelle V. 


Bindung des Mg-Hexosediphosphats (Newberg) und des Amylopektin-P 
durch das Casein. 


Kohlenhydrate, die in 6cem gefunden waren, in Milligramm. 





Proben, die mit 
Eiweif geschiittelt waren. 
Mittelwerte 0 


Kontrolle Ditferenz 


PH ohne Eiweif , 


Amylopektin. 


3 80,0 19,5 35 

5 30,0 23,1 23 

7 30,0 20,1 33 
Hexosediphosphorsaure. 

3 27,0 23,76 12 

5 27.0 27,0 0 

7 27,9 27,0 0 


3. Bindung der Polysaccharide. 


a) Isotrihexosan nach Pictet. Die Untersuchungen, die sowohl bei 
pu 3,0 als bei 5,0 und 7,0 ausgefiihrt waren, zeigten, daB keine Bindung 
zwischen diesem Kohlenhydrat und dem koagulierten Ovalbumin 
statthat (Tabelle VI). 

b) Deztrine. Es wurden zwei Praparate angewandt. Das Dextrin 
Merck zeigte eine ziemlich groBe Bindungsfahigkeit: 29 bis 30°, 
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Bindung der Biokolloide. VI. 


Tabelle VI. 


Untersuchungen tiber die Bindung des Isotrihexosans. 
Kohlenhydratmenge. die in 6cem der Lésung gefunden war, in Milligramm. 





Proben, die mit 


Kontrolle Eiweifi geschiittelt waren Differenz 
PH ohne Eiweil = ie teers —— 
Grenzwerte Mittelwerte mg 
3 28,5 28,4— 28.6 28,5 0 0 
5 28,5 28,4-—28,8 28,7 — 0,2 0,7 
7 28,5 28,6 28,6 0,1 0,35 


unabhangig vom px der Lésung. Bei allen drei py wurde fast dieselbe 
Dextrinmenge gebunden (Tabelle VII). Die Dextrine sind phosphorfrei. 


Tabelle VII. 
Bindung der Dextrine. 


Kohlenhydrate, die in 6ccm gefunden waren, in Milligramm. 





Proben, die mit 





Kontrolle Eiweif geschiittelt waren Differenz 

PH na age then 

Grenzwerte Mittelwerte mg 9/9 
Dextrin Merck. 

2,2 30,0 19,6-—22,5 21,0 9,0 30,0 

3,0 30,0 19,3—22,4 21,30 8,70 29.0 

5,0 30,9 20,95 20.95 925 30.2 

7,0 30,0 20,2—22,4 21,25 8,75 29,2 

Dextrin Grynberg. 

3,0 30,0 25,75 4,25 14,1 

5,0 30,0 26,4 3.6 12.0 

7,0 30,0 25,5—26,7 26,1 3,9 13,0 


Das zweite Praiparat wurde im hiesigen Institut bereitet. Sein 
mittleres Molekulargewicht war -+- 1800. Dieses Praparat bindet sich 
mit dem koagulierten Eiwei8 schwieriger. Die Bindung betragt, wenn 
eine 0,5°% ige Dextrinmenge angewandt wurde, 12 bis 14°. Auch hier 
wurde keine Abhangigkeit vom py beobachtet. Das Praparat war 
P-frei (Tabelle VII). 

c) Stérke. Zwei Serien von Experimenten wurden ausgefiihrt. 
Die erste sollte die Abhaingigkeit der Bindung von der Natur des 
EiweiBkérpers bestimmen. Wir verglichen die Bindung derselben 
Starkelésung bei px 3,0 und 7,0, wenn als EiweiB entweder Serum oder 
Ovalbumin angewandt wurden. In beiden Fallen wurden dieselben 
E-Mengen koaguliert. Keine Differenz in der gebundenen Starkemenge 
(Tabelle VIII). 

In der zweiten Serie wurde die Starkebereitung geaindert. Wir 
verglichen die Bindung von S in den Fallen, wo die Starkesuspension 
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Tabelle VIII. 


Bindung der Starke durch Ovalbumin und Serumalbumin in Prozenten 





Pu 3,0 Pu 7,0 
Serumalbumin. . ... 50,8—52,3 35,0—40,2 
Ovalbumin ...... 43,2—53,9 41,0—44,2 


nur Zum erhitzten Wasser zugesetzt wurde, oder nach dem Starke- 
zusatz die Lésung 1 Stunde auf dem Wasserbad am RiickfluBkiihler 
erhitzt war. 
Tabelle IX. 
Bindung der Starke. 


Kohlenhydrate, die in 6 cem gefunden waren, in Milligramm. 





Proben, die mit 
Differenz 


Kontrolle Eiweifi geschiittelt waren 
PH ohne Eiweif pie ‘eae dee ; - ‘ 
Grenzwerte Mittelwerte mg 
A 2.2 29 13,86 15,14 52,2 
3 29 12,2—15.0 13,55 15,45 53.2 
5 29 20,35 20.35 8.65 30,2 
7 29 13,5—16,05 15,3 13,70 47.4 
B 3 29 13,6—15,9 14,6 14,4 49.2 
5 29 20.0 20.0 9.0 31,3 
7 29 15,7—17,4 15,9 13,1 44,2 
A Die Suspension wurde in heiBem Wasser gelést. 
B Die Lésung wurde | Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. 


Die erhaltenen Resultate (Tabelle IX) zeigten, daB die der Sus- 
pension ahnliche, nicht gekochte Starke mehr einer Bindung unter- 
liegt als diejenige, die mehr solvatisiert war. Die Differenz ist aber 
nicht groB. Bei py 3,0 betragt sie 8°,, der gebundenen Menge. In beiden 
Fallen beobachteten wir, daB die Bindung, wie wir es schon in dem 
zweiten Teil konstatierten, vom px der Lésung abhingt. Am gréBten 
ist die Bindung unterhalb des isoeiektrischen Punktes (I. P.) des 
Albumins. Ein Minimum wurde bei py 5,0 beobachtet, bei héheren py 
erfolgte ein Ansteigen der Bindung. 

d) Amylose. Zwei Amylosepraparate wurden untersucht, dasjenige, 
das nach der Methode von A. R. Ling und D.-R. Nanji! bereitet wurde, 
und die Amylose, die nach der im vierten Teil* beschriebenen Technik 
im hiesigen Institut erhalten wurde. Das letzte Praparat war ganz 


' Chem. Soc. 128, 2666, 1923; 127, 629, 1925. 
2 v. Przylecki u. Dobrowolska, diese Zeitschr. 245, 1932. 
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Bindung der Biokolloide. VI. 
phosphorfrei, es enthielt aber eine bestimmte Menge HCl, die nach dem 
NaOH-Zusatz ein Salz gab. 

Die erste Amylose = Amylose N. zeigte eine etwas gréBere Bin- 
dungsfahigkeit als diejenige von Przylecki (A. P.). Z. B. bei pq 3,0 31,2°, 
gegen 23,4°, gebundene Amylose. Die Differenz ist durch die Salz- 
anwesenheit und den P-Gehalt der Ling-Nanji-Amylose hervorgerufen. 
Im Falle, wo diese Amylose untersucht war, konstatierten wir einen 
kleinen Unterschied zwischen der Bindung bei py 3, 5und7. Ein Minimum 
wurde bei pu 5 beobachtet, obwohl die Differenz viel kleiner als im 
Falle von Starke ist. Es werden bei py 3 — 31,2°,, bei pu 5 28,2 %, 


und bei pu 7 — 32,9°, gebunden (Tabelle X). 


Tabelle X. 
Bindung der Amylose. 


Kohlenhydrate, die in 6¢cm gefunden waren, in Milligramm. 





Proben, die mit Eiweii Ditferenz 


pH a, geschiittelt waren 
Grenzwerte Mittelwerte ing j 0 
1,7P, 30,0 22,5 —22,8 22.5 7.5 25,0 
3,0 30,0 22,4—23,6 23,0 7,0 23,4 
5,0 30,0 23,5 23.5 6,5 21,5 
7,0 30,0 22,4—23,4 22,9 7,1 23,7 
3,0 Pg 30,0 19,9—20,7 20,4 9.6 32,0 
7,0 30,0 20,3—21,4 21,0 9,0 30,0 
3.0N 80.0 20,0—20.9 20,65 9,35 $1.2 
5,0 30,0 21,5 21,5 8,5 28,2 
7,0 30,0 19,5—20,2 20,1 9.9 32,9 


Die Bindung von FE mit der Amylose von Przylecki und Dobro- 
wolska ist vom py fast unabhingig. Es werden bei px 1,7 — 24°,, bei 
pu 3 — 23,4° >, bei px 5 — 21,5°, und bei px 7 — 23,7°, gebunden. Auch 
zwischen py 1,7 und 3,0 wurde keine Differenz beobachtet (Tabelle X). 

Einige Experimente wurden mit unserer Amylose, die durch 
zweimalige Alkoholausfallung gereinigt wurde, ausgefiihrt (P,). Wir 
beobachteten eine viel gréBere Ahnlichkeit zwischen der Bindung von 
Amylosen, die durch Ling-Nanji und Przylecki und Dobrowolska er- 
halten wurden. Die gereinigte Amylose gab bei px 3,0 eine Bindung 
von 32,0°, und bei pu 7,0 von 30,0°,. 

Die Bindung E-Amylose ist von Elektrolytanwesenheit abhangig. 
Die Tabelle XI zeigt, daB in denjenigen Systemen, wo bei py 3,0 soviel 
Na, SO, eingefihrt wurde, um eine 0,2 n Lésung zu erhalten, statt 
23,5 nur 7° gebunden waren (30°, der normal gebundenen Menge) 

Das Verdiinnen durch Wasserzusatz, bevor oder nachdem die Bindung 
erfolgte, andert die gebundene Menge (in Milligramm) nicht. Und so ist 
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Tahe lle > 4 z. 


Einflu8 der Elektrolyte aut die Bindung E + Amylose oder Amylopektin 





des gebundenen Kohlenhydrat 

Kohlenhydrat ’ 
Grenzwerte Mittel wert« 
0 22.5—25,5 93.5 
mol. Nag SO, §6.0— 8.0 0 
0 22, 5—25,0 3.0 
2 mol. MgClg 4,0— 8,0 6,0 


0 41,2—44,5 43,2 
2 mol. Nag SO, 20 —21 20.5 
0 39,0—39,2 39,1 
2 mol. MgCl, 19,.2—20.0 19.6 


Amylose 


Amylopektin 


bei pu 3,0 die gebundene Menge bei dem System 25ccm 5°, ige Suspension 
+25cem 1°%,ige Amylose gleich 57,6mg. Nach dem Verdiinnen 
des Systems mit 100cem H,O und 3 Stunden Schiitteln betragt die 
gebundene Menge 54,4 mg (um 6°, weniger). Dasselbe wurde bei 


pu7 beobachtet (Tabelle XII). 


Tabelle XII. 


Abhangigkeit der Bindung von der Verdiinnung. 25 cem 5° ig. Ovalbumin- 

gel + 25ccem 1°, ig. Kohlenhydrat. In A wurde nach 3 Stunden Schiitteln 

die Fliissigkeit abfiltriert. In B wurden nach dem Schiitteln 100 cem H,O 
zugesetzt und nochmals 3 Stunden geschiittelt. 





Gebundene Menge 


Kohlenhydrat pu 3 


mg mg 


Amylose A 57,9 24,0 56,9 23,0 
B 54,4—56,8 22,6 56,8 22 —22,6 


Amylopektin A 96,0 40.0 91,1—91,7 37 —39 
B 96,0 40,0 50,3—52,7 21,0—22,4 


In einigen Experimenten wurde die Konzentration der Amylose bei 
unverandertem Volumen gewechselt. Sowohl bei pr 3 als bei pu 7 kon- 
statierten wir, daB die Menge der Amylose, die gebunden war, bei 0,25 
und 0,5°, fast von der Konzentration unabhangig ist (67,2 und 72,0 mg). 
Bei 1° ig. Lésung steigt die gebundene Menge auf 110,4mg. Identische 
Resultate (Tabelle XIII) sind bei px 7 erhalten worden. Hier sind bei 
einer 0,25°,,ig. Lé6sung 67,2 mg, bei einer 0,5°,ig. Lésung 75,2 mg und bei 
einer 1°,ig. Lésung 114,2 mg gebunden. 


e) Amylopektin. Auch hier wurden zwei Praparate auf ihre 
Bindungsfahigkeit untersucht: das Praiparat von Ling-Nanji trat in 
Bindung, die ein starkes Minimum bei pg 5 aufwies. Es waren bei px 3 


—48,2%, bei po 5 — 244°, und bei pa 7 — 41,4°%, gebunden 
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Tabelle XIII. 


Abhangigkeit der Bindung von der Konzentration. 





Konzentration in 
Kohlenhydrat Pu 3 


0.50 1.0 


Gebundene Menge in mg. 
imepions. . . . 67,2 72,0 110,4 67,2 
Amylopektin. . 88 96 104 45 


0 


Gebundene Menge in °/. 

Amylose .. . 54 30 22 54 
Amylopektin. . 70 38 21 38.4 
(Tabelle XIV). Das Praparat von v. Przylecki und Dobrowolska gab 
fast dasselbe Resultat (Tabelle XIV). 

Bei pu 3 und 7 wurde eine Bindung von 43,4 und 41,4°, gefunden, 
bei pu 5 von 20°,. Bei px 5 werden nur 46°, derjenigen Menge ge- 
bunden, die bei pu 7 gebunden wird. Bei py 1,7 wurde dieselbe Menge 


gebunden wie bei px 3 (41,5 bis 43,2°,). 


Tabelle XIV. 
Bindung des Amylopektins. 


Kohlenhydrate, die in 6ecem gefunden waren, in Milligramm. 





Proben, die mit Eiweif Diff 

= > ifferenz 
Kontrolle geschiittelt waren 

ohne Eiweib PES 

Grenzwerte Mittelwerte 


Nach Przylecki. 
30 17,0—17,3 17.1 43 
30 15.8—17,5 17,0 43 
30 24.0 24,0 20,0 
30 17,4—18,3 17,6 12,4 41,4 
Nach Nanji 


30,2 14,8—17,3 15,4 14,! 48,2 
5,0 30,2 22,7 22,7 7 24,4 
7,0 30,2 15,6—16,7 16,1 14, 46,1 


Auch die Bindung E—Amylopektin (= Ap) ist von der Elektrolyt- 
anwesenheit abhangig. Das Na,SQ, (0,2 mol.) vermindert die Bindung 
bei pu 3 von 43,2 auf 20,5°,, (47,5°, der normal gebundenen Menge), 
und das MgCl, (0,2 mol.) vermindert die Bindung bei px 7 von 39,1 
auf 19,6°% (um 50°.) (Tabelle X1). 

Bei pu 3 ist das gebundene Amylopektin (in Milligramm) von dem 
Volumen, in dem eine bestimmte Amylopektinmenge gelést wurde, un- 
abhangig (Tabelle XII). In dem System 25 cem 5° ig. Ovalbuminsuspension 
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-25cem 1° ig. Ap sind 96mg Ap gebunden.  Dieselbe Menge bleibt 
gebunden, wenn das System mit 100cem H,O verdiinnt und 3 Stunden 
geschiittelt wurde. Bei px 7 erhielten wir ganz andere Resultate. 

Das unverdiinnte System enthielt 91,2 mg gebundenes Ap. Die ge- 
bundene Menge betrug nach dem Verdiinnen nur 52 mg 66,5°,, der 
jenigen Menge, die vor dem Verdiinnen gebunden war. 

Der Einflu8 der Ap-Konzentration beim unverainderten Volumen 
ist bei po 3 und 7 verschieden. Bei py 3 ist die gebundene Menge in 
Milligramm von der Ap-Konzentration unabhangig. Von einer 0,25 °,ig. 
Lésung sind 88 mg gebunden. Von einer 0,5°,ig. 96 mg und von 
einer 1°,ig. Lésung 104 mg (Tabelle XIII). 

Bei pu 7 variiert die gebundene Menge proportional der Kon- 
zentration. Von einer 0,25°,ig. Uésung sind 48 mg, von einer 0,5° ig. 
96 mg und von einer 1°,ig. 120 mg gebunden. 


f) Glykogen (G). Auch dieses Polysaccharid bindet sich gut mit 
dem geronnenen £. Seine Bindung ist fast gleich bei py 3 und 7 (28,4 
und 29,4°,). Ein Minimum der Bindung wurde bei px 5 beobachtet 


(14,8°%,). Nur 50°, derjenigen Menge, die bei py 7 einer Bindung unter- 
liegt, ist bei pu = 5 als eine Verbindung E—G nachgewiesen worden 
(Tabelle XV). 
Tabelle XV. 
Bindung des Glykogens. 


Kohlenhydrate, die in 6cem gefunden waren, in Milligramm. 
. £ 





2 Proben, die mit Eiweif 
Kontrolle geschiittelt waren 
ohne Eiweif 7 


Differenz 


Grenzwerte Mittel werte 


26,0 18,7 
26,0 17.4—-19,9 18.6 
26,0 22.15 22,15 
26,0 17,7—19,4 18,3 


4. Einflugp der Temperatur auf die Bindung K-E. 

Um die Natur der Bindung zwischen £ und A zu untersuchen, 
wurden Experimente bei verschiedenem px und bei Erhéhung der 
Temperatur von 25 auf 100° ausgefiihrt. Zu diesem Zwecke wurde 
wie gewohnlich E-Gel + Dextrin, Starke oder Glykogen 4 Stunden 
bei 25° yveschiittelt. Bei einem Teil der Erlenmeyer-Kolben wurde 
der Inhalt filtriert, das Filtrat wie gewéhnlich hydrolysiert und der 
freie Zucker bestimmt. Der zweite Teil der Kolben wurde auf 100° 
gebracht und 10 Minuten oder 1 Stunde im Wasserbad erhitzt. px 
variierte zwischen 2,2 und 7,0 (Tabelle XVI). 

Bei px 3,0 und 7,0 beobachteten wir keine Differenz zwischen der 
gebundenen A-Menge, die in den erhitzten und nicht erhitzten Systemen 
gefunden wurde. Dies betrifft sowohl die Starke als auch die Dextrine 
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Tabelle XVI. 


Abhangigkeit der Bindung von der Temperatur. Das System A wurde wie 
gewohnlich untersucht. Das System B wurde nach 3stiindigem Schiitteln 
1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. 





Gebundene Menge in °/, 
Kohlenhydrat eens Rea ae ‘ 
pu 2, Px 3,0 pu 70 


Starke A -—52,2 40,0—47,0 37,2—43,2 

B 16,0—17,0 39,0—45,.8 37,0—41,8 

Dextrin A 25,4—30,0 25,4—30,0 26,8—30,2 
B 10,0—15,4 26,2—28,2 24,2—26,2 

Glykogen A 24,2—28,2 23,2—27.6 24,2—28,2 
B 10,2 —16.0 20,0—27,8 23,2—25.0 


und das Glykogen. Bei px 2,2 konstatierten wir dasselbe bei 
10miniitigem Erhitzen. Bei Istiindiger Temperaturwirkung erfolgte 
eine VergréBerung der freien AK-Menge, die im Filtrat nachgewiesen 
wurde. Dieses Ergebnis kann sowohl als eine Verinderung der gebun- 
denen K, und zwar im Sinne einer Verminderung ihrer Molgré6Be durch 
H-Ioneneinwirkung, oder als eine Entbindung erklirt werden. Die 
Bestimmung der reduzierenden Substanzen zeigte, daB durch | stiindiges 
Erhitzen auf 100° bei pu = 2,2 keine VergréBerung ihrer Menge 
stattfindet. 

Wir konstatierten aber, daB die MolgréBe einer Verminderung 
unterlag. Die kritische Konzentration des Alkohols, die eine Koagula- 
tion hervorrief, betrug im Anfangssystem bei der Stairkelésung 58°, 
und nach 1 Stunde Erhitzen 80°,. Diese Konzentration entspricht 
der kritischen Konzentration der Erythrodextrine. Es ist wahrschein- 
lich, daB bei allen pu. wo keine desaggregierende Einwirkung (Ent- 
ballung) durch HCl erfolgt, das Gleichgewicht EA (é + x) von der 
Temperatur unabhangig ist. 


Besprechung. 

Seit vielen Jahren liegen bereits verschiedene Mitteilungen tber 
die Bindung zwischen EiweiB und Kohlenhydraten vor. Fiir Amino- 
siuren, besonders Glykokoll,,Glutaminsaéure und Alanin und Mono- 
saccharide, wie Fructose, Glucose (Newberg! und Euler*), wurden Zu- 
sammenschliisse festgestellt, fiir HE + Monosaccharide (Pringsheim*) 
wurden Bindungen behauptet. 


1 ©. Neuberq u. M. Kobel, diese Zeitschr. 162, 496, 1925; 174, 464, 1926; 
179, 451, 1926. 

2 H.v. Euleru. Brunius, Zeitschr. f. physiol. Chem. 155, 1926; 161, 1926. 

3-H. Pringsheim u. Winter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 1927 
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Eine besonders groBe Literatur existiert iiber die Bindung zwischen 
kolloidalem E£ und Polysacchariden (P). Der erste, der durch Ver- 
mischungen eine Bindung zwischen P und E annahm, war Beije- 
rinck!. Seine Untersuchungen wurden durch O. Biitschli? bestatigt. 
Dieser Weg wurde von Wo. Ostwald und R. H. Hertel? im Jahre 1929 
weitergefiihrt. Aruyt und Bungenberg de Jong*, sowie Bungenberg 
de Jong und Mitarbeiter® konstatierten eine Bindung, indem sie die 
Koazervation, die Viskositat der Mischungen sowie die Kataphorese 
untersuchten; auch Samec® nimmt eine Bindung zwischen E und 
Starke an. 

Alle diese Untersuchungen, die methodisch mehr qualitativ die 
Bindung nachweisen, zeigten sehr interessante neue Tatsachen und 
erlaubten eine teilweise Erklarung der Bindung zu geben. 

Wir haben seit 1926 einen anderen Weg verfolgt’, und zwar 
trachteten wir, nach mehr quantitativen Methoden die Natur der 
Bindung kennenzulernen. 


Die in allen unseren Mitteilungen erhaltenen Resultate wollen wir 
jetzt mit den in der Literatur angegebenen vergleichen und die Natur der 
bindenden Krafte zu erfassen versuchen. Zu diesem Zwecke werden wir 
besonders die Systeme vergleichen: 

1. E-Koll. + P-Koll., wo E und P in verschiedenem Dispersionszustand 
ist. Molgr6Be, wo verschiedene Ladungen oder Gruppen anwesend sind. 

2. E-Koll. + K-Kristall., wo K die Variable ist und wo K P-frei oder 
P-haltig als Mono-, Bisaccharid anwesend ist. 

3. P-Koll. + N-Substanz, wo die N-Substanz die Variable ist und 
mit mehr sauren oder basischen Gruppen beladen ist. 

Durch pu-Wechsel andert man die eine Variable (£) stark, die andere 
(K) nur wenig. Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle XVII zu- 
sammengestellt. 

Was fiir Krafte kénnen bei der Bindung Z + K im Spiel sein? Bevor 
wir zu konkreten Betrachtungen iibergehen, miissen wir uns klar werden 
iiber die theoretischen Méglichkeiten. 

Man unterscheidet zwischen chemischen und physikalischen Kraften. 
Die chemische Bindung kann eine a) homéopolare = unpolare (Hucken*) = Ko- 


1 M.W. Beijerinck, Centralbl. f. Bakt. 28, 1896. 

2 O. Biitschli, Untersuchungen iiber Strukturen 1898, 8. 251. 

3 Wo. Ostwald u. R. H. Hertel, Kolloidzeitschr. 47, 1929. 

4 H.G. Bungenberg de Jong u. H. R. Kruyt, Proc. Roy. Acad. Amster- 
dam 32, 1929; Kolloidzeitschr. 50, 1930. 

5 H. G. Bungenberg de Jong u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 212, 1929; 
221, 1930; 2382, 1931; 234, 1931; 235, 1931; Kolloidzeitschr. 58, 1932. 

® M.Samec, diese Zeitschr. 186, 1927. 

7 St. J. Przylecki u. J. Niedzwiecka, Biochem. J. 22, 1928; St. J. 
Przylecki u. M. Wojcik, ebendaselbst 22, 1928. 

8 A. Eucken, Lehrb. d. chem. Phys., 8. 915. Leipzig 1930. 





val 
(Sa 
qu 
ein 
bir 
for 
clie 
Si 
dij 
Me 


we 
vel 
un 
clic 
W. 
Ne 
(S. 
ap 
va 
ho 


an 
au 
ha 





hen 
/er- 
0)e- 
igt. 
929 


er 


die 
ese 


ind 


die 
ind 


var 
der 


wir 
ler 
wir 


id. 


ler 


nd 


re 
nu- 


‘or 
en 


n. 


r- 








Bindung der Biokolloide. VI. 29 


Tabelle XVII. 





pul 2,2 3,0 5,0 7,0 Substanz 
Bindung mit dem Ovalbumin in °® 9. 
0 0 0 0 0 Hexosen, Biosen, Isotrihexosan. 
12,5 — 1( 0 0 Hexosediphosphorsaure. 
43 43 20 41.4 Amylopektin. 
28,2 28,4 14,8 29.4 Glykogen. 
31,2 28,2 32,9 Amylose. 
30 29 30 29 Dextrine Merck. 
14 12 13 Dextrine Mol.-Gew. 1800. 


Bindung mit dem Amylopektin. 
Basische N-Substanzen. 
+ 0 Ampholyte mit COOH-Gruppe 


valenz (Sidgwick') oder b) heteropolare polare (Hucken) Klektrovalenz 
(Sidgwick) und c) Nebenvalenz Werners = komplexe Koordination (Sid- 
gwick) sein. Fir viele Physikochemiker entspricht die Koordination c) 
einer elektrostatischen Bindung und ist eine chemische Hauptvalenz- 
bindung (Eucken, 8.931), fiir die anderen aber ist sie eine andere Bindungs- 
form, die einer Verbindung durch Dipolmomente nahesteht und wo 


die beiden Elektronen von demselben Atom stammen: A: + B2a A: B 
(Sidqwick, 8S. 130). Physikalische Krajte Molekularassoziationen a) durch 
dipolare, quadri-, octa-,..., poly- multipolare Molekiile; b) dipollose 


Molekularassoziation der nicht polaren Molekiile (Frrera *). 

Auch die Assoziation ist verschieden erklart worden. 

Die Mehrzahl nimmt an, daB bei der chemischen Bindung ..irgend- 
welche Quantenvorginge, die mit einer Umgruppierung von Elektronen 
verkniipft sind, primar die ausschlaggebende Rolle spielen** (Eucken, 8. 912 
und 913). Die physikalischen Krafte sind dadurch ausgezeichnet, daB bei 
diesen keine Umgruppierung von Elektronen eintreten kann. Die gesamte 
Wirkung ist letzten Endes durch das Coulombsche Gesetz erfaBbar (S. 913). 
Nach Sidgwick besteht die Assoziation in der Bildung koordinativer Bindung 
(S. 137). Auch £rrera (S. 106) nimmt an, daB bei den Assoziationen zwischen 
apolaren Molekiilen ,,Krafte, die eine kleinere Reichweite haben, mit den 
van der Waalsschen bzw. Austauschkriften, welche die Bildung der 
homéopolaren Molekiile erklaren, in Beziehung gebracht werden kénnen". 

Wir wollen folgende Klassifikation annehmen: 

Chemische Krafte: homéopolare und heteropolare. 
Physikalische Krafte: polare und die zwischen nichtpolaren Mole- 
kiilen. 

Wenn wir diese theoretischen Betrachtungen auf unseren Fall 
anwenden, sehen wir, daB die EiweiBkorper mit den Kohlenhydraten 
auf verschiedene Weise gebunden sein kénnen. Die Natur der Bindung 
hangt ab: 1. von der Konstitution, d.i. der Natur der anwesenden 


1 N.W. Sidgwick, Quantentheorie und Chemie. Leipziger Vortrage 1928. 
2 §. Errera, Dipolmoment und chemische Struktur. Leipziger Vor- 


trage 1929. 
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Gruppen der N-haltigen Substanz; 2. von der GréBe der Molekel; 
3. ihrer Gestalt; 4. von der GréBe der K-Molekel, 5. ihrer Kon- 
stitution, 6. ihrer Gestalt; 7. vom px; 8. von der Elektrolytanwesen- 
heit; 9. von der Konzentration von £; 10. von der Konzentration 
von K. 

Wir wollen unsere weiteren Betrachtungen in zwei Teile zerlegen. 
In dem ersten werden wir die Bindung zwischen P-haltigen K und BL, 
also Amylopektin, Glykogen, Hexosediphosphorsaéure, in dem zweiten 
die Bindung zwischen F und P-freien K, also Mono-, Bisacchariden, bis 
zur Amylose besprechen. 

P-haltigs Kohlenhydrate. Die homéopolare Bindung zwischen 
Aminosauren und Kohlenhydraten wurde von C. Neuberg! im neutralen 
Milieu und von H. v. Euler! fiir die Aminoséuren und Monosaccharide 
bei alkalischen Lésungen nachgewiesen; dabei gilt die Gleichung 

O yN — Rs 
R,C? +NH,—R, = R,C¢ +H, 0. (1) 
R, R, 

Diese Reaktion wurde bei groBen N- und A-Konzentrationen 
nachgewiesen. Bei biologischem Milieu, wo kleine Glucose- und Amino- 
siurekonzentration anwesend sind, spielt diese Reaktion keine be- 
deutende Rolle. Solche Reaktion konnte bei uns in den Systemen: 
EiweiBkorper + Mono-, Di- oder Trisaccharid nicht nachgewiesen 
werden, auch bei hohem px. 

Diese Konstatierung, durch welche die friiheren Untersuchungen von 
C. Neuberg? eine vollstandige Bestatigung erfahren, wird durch unsere 
Experimente, die mit dem Isotrihexosan Pictet ausgefiihrt wurden, ver- 
vollstandigt und bestatigt. Die Reaktion (1) hangt von der Konzentration 


—_— O iad , 
der freien NH,- und C Hw oder —>>C=O-Gruppen ab. Bei freien Amino- 


sauren ist die NH,-Konzentration ziemlich groB. Bei den Eiweibk6rpern 
ist sie auch bei groBen E-Konzentrationen (8°) gering (— 12 bis 24 mg-°,, 
freier NH,). Die Polysaccharide enthalten keine (Starke) oder sehr 
wenig (Dextrine) freie Aldehydgruppen. Wenn die Reaktion (1) in den 
Systemen E + P erfolgen sollte, so bildet sie einen so kleinen Prozent- 
satz der anwesenden Kohlenhydrate, daB sie nicht nachweisbar ist. 
Wir sehen somit, daB sowohl die freien Mono- wie die zwei ver- 
schiedenen Bisaccharide und das Isotrihexosan keiner Bindung mit 
dem £ unterliegen. Wenn wir nach Pringsheim®, Josephson* und vielen 


e £0. 

2 CC. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 182, 1927; C. Neuberg u. 
E. Simon, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 1927. 

* 1.6. 

4 K. Josephson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 174, 1928. 
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inderen annehmen, daB das Amylopektin durch Polymerisation einer 
Grundsubstanz [die dem Trihexosan oder Isopolyhexosan (Pictet!) 
ihnelt] entsteht, gibt es keinen Grund, anzunehmen, da zwischen 
den Gruppen des Amylopektins oder Glykogens irgendwelche existieren, 
die mit dem EiweiB in eine homéopolare Bindung eintreten kénnten. 
Die phosphorhaltigen AK kénnten noch in eine homéopolare Bindung, 
etwa nach der Gleichung: 


t, NH, + HOP—R, — R,NH— P—R, + H,0, (2) 


eintreten. In diesem Falle miiBbte die Reaktion auch in alkalischen 
Lésungen stattfinden. Bei px 5 und hoheren py erfolgt aber zwischen 
Hexosediphosphorsaure und Eiweif keine Bindung. Nur zwischen 2 
und Polysacchariden erfolgt eine Bindung bei px 5 und héheren py. Diese 
Bindung ist aber, wie wir weiter sehen werden, ganz anderer Natur. 
Selbstverstandlich kénnten auch andere Bindungen homdéopolarer 
Natur eine Rolle spielen. Diese M6glichkeit ist aber durch unsere Experi- 
mente sehr unwahrscheinlich geworden. Alle Untersuchungen, die bei 
pa 5 und héheren py ausgefiihrt waren, zeigten, daB schon eine Ver- 
groBerung des Lésungsvolumens eine Reversibilitat der Bindung £ — Ap 
hervorruft. Aber auch bei pa <_5 beobachteten wir stets, unabhangig 
von der P-Natur, daB die Elektrolyte eine starke Entbindung hervor- 
rufen. Es ist schwer, diese Tatsachen mit einer homépolaren Haupt- 
valenzbindung zu vereinigen. Solche physikalischen Eingriffe, wie das 
Verdiinnen, aber auch die Salze, kénnen keine Verminderung solcher 
Bindungen hervorrufen. 

Auch die Tatsache, daB die Hexosediphosphorsaure sich nur in 
Lésungen, wo das EiweiB als Kation dissoziiert ist (unterhalb px 5), ver- 
bindet, spricht gegen eine Existenz einer homéopolaren Bindung. 

Wir miissen somit den SchluB ziehen dab die konstitutiven Gruppen 
der phosphorhaltigen Polysaccharide keine nennenswerte Neigung zur 
Bildung einer homéopolaren Hauptvalenzbindung mit den EiweiBkdrpern 
zeigen. Die heteropolare Bindung zwischen E und P ist viel ver- 
breiteter. Wir nehmen eine heteropolare Hauptvalenzbindung bei 
solchen Kolloiden an, die einer lonisation unterliegen. Betreffs EL bei 
pu <I. P. wird von allen Kolloidchemikern angenommen, dab die Ladung 
durch eine Ionisation der NH,-Gruppen hervorgerufen ist. Nach cer 
Zwitterionentheorie ist die Ladung gleich der Differenz NH, —COO . 
Beim neutralen Punkt sind NH, = COO. Oberhalb des I. P. ist die 
Ladung durch die gréBere Dissoziation der Carboxylgruppen hervor- 


gerufen. 


1 4. Pictet, Union intern. de Chim. 1929. 

















32 St. J. von Przylecki u. M. Z. Grynberg: 

Auch die phosphorylierten Kohlenhydrate sind durch die An 
wesenheit der Polysaccharide einer Ionisation fahig (Samec!). Somit 
haben wir, wie es sehr sch6n Pauli? in vielen seiner Untersuchunge: 
zeigte, die Moglichkeit einer Reaktion zwischen zwei kolloidalen Ionen 
Selbstverstandlich ist solche Bindung nur auf diejenigen A begrenzt, 
wo eine [onisation dieser Korper stattfindet. Solche Ionisation ist 
sowohl bei den Hexosephosphorsauren als auch bei den Polysacchariden, 
wie Amylopektin und Glykogen, nachgewiesen. Es wurde’ von 
Samec' durch potentiometrische Aktivitétsmessung nachgewiesen, 
daB der Polvsaccharidrest von Kartoffelstarke zu 60°, dissoziiert ist 

Die heteropolare Bindung EF + K erfolgt nach der Gleichung: 

R, PO-+*NH;R, —> R,PO—NH, R,. (3) 


Diese Verbindung ist wahrscheinlich stark assoziiert. Solche 
Bindung ist theoretisch méglich bei allen px, wo noch dissoziierte NH,- 
Gruppen anwesend sind. 

Wie einer von uns in dem vierten Teil dieser Untersuchungen mit 
Frl. Dobrowolska® nachgewiesen hatte, hangt die heteropolare Bindung 
zwischen E—K von vielen Umstanden ab. In diesem Teil brachten wir 
neue Belege, die die vorherigen Behauptungen  bestitigten und 
naher charakterisieren. Besonders der Vergleich von den Systemen: 
Amylopektin, Glykogen oder Hexosediphosphorsaure mit koaguliertem E 
und den Systemen Amylopektin mit verschiedenen N-haltigen Sub- 
stanzen erlaubt uns, einige SchluBfolgerungen zu ziehen. 

Erstens wurde nachgewiesen, da die in Bindung tretenden E- und 
P-Mengen den anwesenden polaren Gruppen entsprechen. Auch die 
Quantitaten, die in Bindung bei den Systemen: geronnenes FE und 
Hexosediphosphorsaure, Amylopektin oder Glykogen treten, stimmen 
gut mit den Mengen der anwesenden NH,- und POH-Gruppen iiberein. 
1,25 g EiweiB enthalten 187,5 mg freie und gebundene NH,-Gruppen. 
Nach Sérensen* sind bei Ovalbumin — 10 bis 20°, frei, d.i. 18,7 bis 
35,0 mg im System. Diese Menge ist bei dem koagulierten £ kleiner. 
Der gréBte Teil der N H,-Gruppen ist mit HCl in Form von R—NH,; —CI-, 
ein anderer mit anderen Anionen, die im EiweiB anwesend waren, ge- 
bunden; endlich ein Teil, der vom pg abhangt, ist in nichtdissoziierter 
Form vorhanden oder durch COO~ entladen. 


1 M.Samec, Kolloidchemie der Starke, 8.30. Dresden, Steinkopff, 1927. 

2 Wo. Pauli u. E. Valké, Elektrochemie der Kolloide. Berlin, Springer, 
1929; Wo. Pauli, Transactions of the Faraday Soc. 26, 1930; Kolloidzeit- 
schrift 51, 1930; diese Zeitschr. 232, 1930; Wo. Pauli u. L. Singer, 
ebendaselbst 244, 1932. 

3 lic. 

4S. P. L. Sérensen, Kolloidzeitschr. 58, 1930. 
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Bindung der Biokolloide. VI. 


Bei der Bindung von £ mit P erfolgt eine Wechselreaktion: 

R, NH; (1+ HOPR, —> R,NH,—OPR, +H CY. (4) 

Die Menge des F, die mit dem P in Bindung tritt, hangt auBer 
von der E- und P-Konzentration 1. von der Starke der lonisation 
der P, 2. von der Starke und Wertigkeit des Anions der Saure, die 
zum Ansauern angewandt wurde, 3. von der Starke der Assoziation 
E—K, 4. vom px, 5. von der Konzentration und Wertigkeit anderer 
anwesenden Anionen, 6. von bestimmten px an auch von den an- 
wesenden Kationen ab. Die P konkurrieren um die NH,-Gruppen mit 
anderen Anionen. 

Die Hexosediphosphorsiure enthalt in 250 mg, die sich bei unseren 
Experimenten in der Lésung befinden, 43,8 mg P. Wir konstatierten, 
daB 12,5°,, davon in die Bindung mit dem EF eintreten. Das sind 5,5 mg. 

Es kénnen theoretisch drei mégliche Bindungen entstehen: 1. kénnte 
nur eine P—OH-Gruppe eines P mit E gebunden sein, 2. nur eine 
Gruppe OH der beiden P tritt in Bindung, 3. je zwei OH von zwei P 
treten in Bindung. 

Bei unserem pu (unterhalb 5) ist wahrscheinlicher, daB_ ein 
EiweiBmol (EiweiBmicelle) nur mit einem P sich bindet. Da in 
allen Experimenten ein Uberschu8 von K war, ist es am wahrschein- 
lichsten, daB nur eine POH-Gruppe mit dem NH, in Bindung tritt. 
Die gebundene Phosphorsaure ~~ mg. In den Systemen Amylo- 
pektin — EiweiB treten bei px 3 — 0,4 mg P in Bindung. 

Der Vergleich der Bindung von Amylopektin, Hexosediphosphor- 
siure und Glucose mit dem geronnenen Eiweib zeigt uns erstens, daB 
das phosphorylierte Monosaccharid sich leicht mit dem E bindet — die 
Bindung stammt von der eingefiihrten Phosphorsiure', da _ die 
Glucose und Fructose keiner Bindung unterliegen —, und zweitens, daB 
eine heteropolare Bindung unabhangig von der Grobe der Molekiile 
des K und der N-haltigen Substanz ist. Die heteropolare Bindung ist 
sehr vom px abhaingig. Da die Ladung der K stets negativ ist, kann 
die Bindung nur dann eintreten, wenn das EF positiv geladen ist 

Besonders schén sehen wir diese Behauptung bei den Systemen 
Hexosediphosphorsiure + E und Amylopektin — kristalloide N-Sub- 
stanzen (Teil IV) bestatigt. 

Die Experimente, die mit den Systemen Hexosediphosphorsiiure 
oder NaH,PO, und koaguliertes E ausgefiihrt wurden, zeigen, dab 
die Bindung nur bei kleinerem px als dem I. P. des Ovalbumins 


1 In dem nachsten Teil wird nachgewiesen, daB auch das Phosphor- 
sdureion sich bei pu 3 mit dem E bindet (Abb. 1). 
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erfolgt (Abb. 1). Dies ist in guter Ubereinstimmung mit den Unter 
suchungen, die mit Amylopektin und N-haltigen Kristalloiden aus 
gefiihrt wurden, und wo gezeigt wurde, daB bei px > 5 nur diejenige: 








N-Kristalloide sich binden, die als Kationen fungieren. Gleichzeitig 
zeigt der Vergleich der Bindungsfaihigkeit der Hexosediphosphorsaure 
und des Amylopektins oder Glykogens (Abb. 1) mit dem koagulierten 
Eiweib, daB die Bindung bei par >5 nicht mehr als eine salzartige 
anzusehen ist. Hiermit kehren wir zu unseren friiheren Annahmen 
zuriick, die wir in dem ersten und zweiten Teil (v. Przylecki und 
Majmin) ausgesprochen haben, daB die Bindung der Starkesubstanzen 
bei pu >I. P. des EiweiBes nicht durch heteropolare Bindung erfolgt, 
und miissen die Annahme, die in dem vierten Teil ausgesprochen wurde, 
daB die E mit dem Amylopektin bei px > 5 doch durch solche Bindung 
erfolgt, verlassen, da bei diesem px ja auch die Hexosediphosphorsaure 
in Bindung treten miiBbte. 

Der Vergleich der Kurven, die den EinfluB von px auf die hetero- 
polare Bindung E—P darstellen (px 1,7 bis 5,0), zeigt uns, daB ihr 
Verlauf von der K-Natur fast unabhangig ist. Wir sehen eine unver- 
anderte Bindung zwischen px 1,7 und 3,0. Von px 3 bis 5 ist ein starker 
Abfall auf Null. Der Verlauf der Kurven ist parallel der Ladung des 
Albumins!. Die freie Ladung der EiweiBmolekiile ist bei px —- 4,7 fast 
gleich Null. Die Teilchen sind in Form von A®, * A- (Zwitterionen) und 
ein kleiner Teil als A~ oder A* vorhanden. Einige Molekiile kénnen 
also noch als Kationen fungieren und kénnten sich noch mit dem P-Ion 


1 St. J. Przylecki, Biochem. J. 25, 1931. 
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binden. Solche Molekiile aber, besonders bei dem sauren Ovalbumin, 
sind in sehr kleiner Menge anwesend. Der Quotient bose eta 
negative Ladung 
ist nach Pauli! fiir dieses EiweiB gleich 0,82. Die A~ dominieren schon 
bei dem I. P. Sie tragen dieselbe Ladung wie das phosphorylierte 
Polysaccharid. 

Die *A- k6nnten auch in Bindung treten. Diese Form hat aber, 
dank ihrer Ausgleichung der Ladung, eine kleinere Tendenz zur Bindung. 
Dies ist noch durch die Anwesenheit anderer Anionen verstirkt (unser 
EiweiB war nicht besonders gereinigt und von Elektrolyten nicht 
befreit ). 

Die Salze rufen bei pu < 5 eine Entbindung hervor. Dies ist durch 
die Konkurrenz der Anionen mit den N H,-Gruppen zu erklaren. 

Da sowohl die Phosphorsiure als die Hexosediphosphorsiure 
oberhalb des I. P. der EF sich mit dem £ nicht bindet, miissen wir die 
theoretisch mégliche heteropolare Bindung bei diesen pa durch die 
noch dissoziierten NH,-Gruppen des £ (Doppelsalzbildung) verneinen. 

Nur eine SchluBfolgerung ist aus diesen Tatsachen zu ziehen, 
und zwar diese, daB bei bestimmten px, bei denen die chemischen Krifte 
abfallen, die E mit den P durch physikalische Krafte gebunden werden. 
Ob solche Bindung auch unterhalb des I. P. des F erfolgt, ist nicht 
ausgeschlossen, wenn auch nicht nachgewiesen. 

Fir die verschiedene Bindung der phosphorylierten Polysaccharide 
bei po < und > I.P. des EF sprechen die Experimente bei dem Ver- 
diinnen oder bei verschiedenen P-Konzentrationen. sel pu < I. P. ist 
die gebundene Menge des P von der Verdiinnung und P-Konzentration 
unabhingig. Bei pu > I. P. ruft die Verdiinnung eine proportionale Ver- 
minderung der Bindung hervor. Die Salze rufen aber hier und da eine 
Verminderung der Bindung hervor. 

Der Vergleich der Resultate bei der Verdiinnung mit denjenigen, 
die mit den Elektrolyten ausgefiihrt wurden, zeigt, dab die P bei 
niedrigem px in Lésung iibergehen kénnen und auf der E-Oberflache 
keiner Koagulation unterliegen. 

Die Differenz beim Verdiinnen muB also durch die Verschiedenheit 
der bindenden Krafte hervorgerufen sein. Bei pa < I. P. sind 
dieselben stark heteropolaren chemischen Bindungen, die beim Ver- 
diinnen nicht losgelést werden kénnen, wie bei einer Sorption von Ionen 
auf einer ionisierten Sorptionsoberflaiche (Michaelis?) anwesend. + Bei 
pu >I. P. sind die bindenden Krafte viel schwacher, die osmotischen 
Krifte kénnen die Bindung vermindern. 


l Wo. Pauli, Kolloidzeitschr. 538, 1930. 
2 L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl., S. 200ff. 


Berlin, Springer, 1922. 
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Bei pu 5 und hoheren py konstatieren wir, da8 die Bindung zwisch« 
E£ound A nicht durch chemische Hauptvalenzbindung erfolgt. Ander 
Krafte, mehr den Assoziationen ahnliche, miissen ins Spiel treten. Di 
physikalischen Krafte hingen aber von den reagierenden Gruppen, ihre: 
Affinitaten, Dipol-, Multipolmomenten und von der Gestalt und Gr6Be di 
Molekiile ab. 

In der sch6nen Monographie von Meyer und Mark!, sowie in der i: 
der Kolloidzeitschrift erschienenen Abhandlung? ist der EinfluB diese: 
Faktoren zusammengestellt. 

Was die Bindung P-haltiger K + EF anbetrifft, sehen wir, daB sic 
vom px Stark abhangt. Dies spricht fiir einen EinfluB der Ladung auf 
die Bindung. Die beiden Komponenten sind geladen. Das Amylo- 
pektin fungiert stets als Anion. Dasselbe betrifft das Eiweib, wo 
die Ladung der COO-Gruppen dominiert. Die ionisierten Molekiile sind 
stark polarisiert. Sowohl das Amylopektin als das EiweiB haben in 
ihren Teilchen einen oder einige negative Pole, die als ein Ion stark 
wirksam sind, und einen oder viele schwache positive Pole. 


Die Teilchen des Ovalbumins sind bei pq 7 als langgestreckte Stab- 


chen anwesend (Meyer’). Auch sind die Amylopektinaggregate nach 


Samec* als lange, perlschnurartige Ketten anzusehen. 

Somit haben wir in den Systemen P und E bei pu7 zwei ionisierte, 
mit derselben dominierenden Ladung behaftete Molekiile, die neben de1 
jonogenen Gruppe polar sind und Polmomente enthalten. 


Das System kann theoretisch durch zwei Bindungstypen assoziiert 
sein: 1. Dipol von EH + Phosphorion des Polysaccharids; 2. COO von 
E — Dipol von Polysaccharid. Da die Hexosediphosphorséiure, die das 
Phosphorion enthalt, sich mit dem £ nicht bindet, ist es wahrscheinlicher, 
daB die Bindung durch die zweite Form, und zwar durch den positiven Pol 
des Polysaccharids mit der negativ ionisierten Gruppe des Proteins erfolgt. 

Die Bindung des phosphorhaltigen P mit dem FE mu8B nach diesem 
Schema von der Ladung der beiden Komponenten abhingen. Bei dem 
Annahern an den I. P. des Proteins muB eine Verminderung der Bindung 
hervortreten. Dies wurde von uns bei px 5 beobachtet. 

Die wirksame Kratt A ajrm, wo a von der GréBe der Ladung bzw. 
des Dipolmoments abhangt; r = der gegenseitige Abstand; m ist fiir freie 
Ladungen 2, wenn lon + Dipol, m 3, wenn lon + Quadrupol. 


m 4, im Falle, wo Dipol + Dipol in Bindung treten, m 6. 


Die Starke der Bindung FE + P ist bei pu 7 von der Temperatur 
unabhangig, aber von der Konzentration des Amylopektins und von det 
Verdiinnung abhangig. " 


1 K. Meyer u. H. Mark, Der Aufbau der hochpolymeren organischen 
Naturstoffe. Leipzig 1930. 

2 K. Meyer, Kolloidzeitschr. 53, 1930. 

*' Le, 

4 Samec, Kolloidchem. Beih. 30, 1930. 
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Zusammenfassend kénnen wir als erwiesen betrachten, dab 
ie BiweiBkorper bei pu, die unterhalb ihres isoelektrischen Punktes lieqen, 
sich mit den wphosphorhaltigen Polysacchariden und im allgemeinen 
P-haltigen Kohlenhydraten durch heteropolare Krajfte in Bindung treten. Bei 
pu, hoher als ihr I. P., kénnen wir als Hypothese annehmen . dap hier 
Assoziationen, die durch eine Verbindung der ionisierten Gruppe des E 
mit dem positiven Pol des Polysaccharids erfolgt, ins Spiel treten. Wie 
sich das System bei dem I. P. des Proteins verhalt wurde nicht unter- 
sucht. Ob noch andere Momente wie Bindung durch verwandte Gruppen, 
teilnehmen, ist noch nicht nachgewiesen, ist aber nicht ganz widerlegt. 
Amylose und andere phosphorfreie Polysaccharide. Alles was iiber 
die homéopolare Bindung zwischen den phosphorhaltigen Polysaccha- 
riden und den E gesagt wurde, bleibt fiir die P-freien Polysaccharide 
giiltig, da keine neuen Anhaltspunkte fiir solche Bindung existieren. 
Auch eine Annahme von Entstehung der Komplexe, die durch 
heteropolare Hauptvalenzkrafte entstehen, ist unplausibel. — Es ist 
wenig wahrscheinlich, da die Amylose ionisierte Gruppen enthalt 
Zwar ist Amylose schwach negativ geladen, ob sie aber in eine salz- 
artige Bindung mit den N H,-Gruppen treten kann, ist unwahrscheinlich. 
Diejenigen Experimente, die mit der Amylose + EF bei px 1,7, 
3,0, 5,0 und 7,0 ausgefiihrt wurden, zeigen, daB hier die Ionisation 
der E keine Rolle spielt. Bei allen px ist dieselbe Amylose- oder Dextrin- 
menge mit dem # gebunden (Abb. 2). 
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Somit meinen wir, daB fiir die Amylose jede Bindung mit dem F 
durch Hauptvalenzen sehr wenig wahrscheinlich ist. 

Im Gegenteil, es sprechen viele Momente dafiir, daB die Amylose 
durch andere Krafte gebunden ist. Die Abb. 2 zeigt, daB die Bindung 
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stark von der MolekulargréBe des K abhangt. Und so sehen wir, dali 
bei derselben E-Menge und P-Konzentration bei pa 7 — 32°, Amylose 
29°, Dextrin Merck (6,000) und 13°,, Grenzdextrine (= 1800) gebunde: 
werden. 

Die Bindung ist, obwohl sie durch Nebenvalenzkrafte erfolgt 
ziemlich stark. Erwarmen auf 100°, sowie Verdiinnen ruft sowoh|! 
bei pu 3 als auch bei pu 7 keine Entbindung hervor. Die Elektrolyt: 
rufen eine starke Verminderung der Menge des E— P-Komplexes hervor 


Der Komplex £ + Amylose kommt wahrscheinlich durch apolare 
oder polare Gruppen zustande, die aber von der Ionisation unabhangig 


sind. Solche Gruppen kénnen als hydrophile auftreten, also beim 
EiweiB: —OH, —O—, —CONH— und —SH. Bei der Amylose 
c 


>CHOH, —CH,OH, CH,—O—, =C—O-—, wo sowohl 1 als auch 


anwesend sind. 
C 

Wir haben hier solche Bindungen, die nach der Klassifikation von 
Errera mit den Austauschkraften, welche die Bildung der homéopolaren 
Molekiile erklaren, in Beziehung gebracht werden kénnen. Diese 
spielen hier eine groBe Rolle. 

Die Starke der Bindung ist wahrscheinlich durch die MolekiilgréBe 
hervorgerufen. Meyer! nimmt eine Additivitat der Einzelinkrement- 
wirkung an, die zu sehr hohen Molkohasionen fiihren kann. Nach 
Samec® besitzt die Amylose eine viel stirkere Sorptionsfahigkeit als 
das Amylopektin. 


1 Meyer, |. c.; Kolloidzeitschr. S. 13. 
2 M.Samec, Kolloidchem. Beih. 29, 30, 1930; 1. ¢. 








le. VI 


ir, da ) 
ny le SE 
under 


rfolgt 
owoh| 
rolyt 
ervolr 
polare 
langig 
beim 
nylose 


auch 


n von 
laren 
Diese 


vrO Be 
nent - 
Nach 
t als 





Uber die Biochemie der Nebennierenrinde. 


I. Mitteilung: 


Darstellung und Nachweis des Hormons der Nebennierenrinde. 


Von 
Hugo Magistris. 


(Aus dem biologischen Laboratorium des Endokrinologischen Instituts 
Zimasa, Buenos Aires.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1952.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wenn auch die Wirksubstanz der Nebennierenrinde ihrer Natur 
nach heute noch unbekannt ist, so steht es auBer Frage, das der Rinden- 
anteil der Nebenniere lebenswichtig ist und die Bildungsstatte eines 
arteigenen Hormons darstellt. Bereits Brown-Séquard hatte die Neben- 
nieren als lebensnotwendige Organe hingestellt, doch wurde seine Auf- 
fassung lange Jahre hindurch nicht anerkannt und der Tod der Tiere 
nach Epinephrektomie als blobe Folge des Operationsschocks an- 
gesehen. 

Erst Biedl konnte in einwandfreier Weise den ursaéchlichen Zusammen- 
hang zwischen dem Eintritt des Todes nach Epinephrektomie und dem 
Fehlen der Nebennieren nachweisen. In weiteren Forschungen gelang es- 
auch diesem Forscher, den Beweis zu erbringen, da8 gerade der Rinden- 
anteil der Nebenniere fiir die Erhaltung des Lebens von Bedeutung ist 
und daB schon die Zuriicklassung eines kleinen Stiickchens Rinde bei der 
Nebennierenextirpation ausreicht. um den Tod des operierten Tieres 
hintanzuhalten. Diese Versuche wurden am Selachier durchgefiihrt, bei 
dem die Rindensubstanz als Interrenalkérper vom Mark getrennt liegt 
und ohne dieses entfernt werden kann. Morphologisch und entwicklungs 
geschichtlich sind Nebennierenrinde (Interrenaldriise) und Nebennierenmark 
(chromaffines Gewebe) scharf getrennt. und es ist eigentlich zu verwundern, 
daB es so lange gedauert hat, bis eine getrennte Darstellung der Hormone 
aus Rinde und Mark versucht wurde. Dies ist wohl dadurch bedingt, daB® 
nach der Entdeckung des Adrenalins und seiner physiologischen Wirkungen 
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viele Jahre hindurch das Forschungsinteresse an der Nebennierenrinde it 
den Hintergrund gestellt wurde. Eine weitere Schwierigkeit lag darin 
daB man nach Exstirpation der Nebennieren nicht wuBte, welche Ausfalls 
erscheinungen auf das Fehlen des Marks und welche auf das Fehlen der 
Rinde zuriickzufiihren seien. Es bedurfte miihevoller Forschungen, bis 
endlich die Erkenntnis Platz griff, daB vorwiegend der Rindenausfal! 
fiir die akuten Symptome nach Epinephrektomie verantwortlich zu 
machen ist. 

In der allerletzten Zeit wurden Wesonders von nordamerikanischet 
Seite verschiedene Verfahren bekannt gegeben, die es gestatten sollten. 
adrenalintreie Extrakte der Nebennierenrinde herzustellen. Da_ diese 
Extrakte allein imstande waren, zahlreiche Ausfallserscheinungen nach 
Entfernung der Nebennierenrinde zu beheben, so erscheint damit ein 
kausaler Zusammenhang zwischen dieser und den akuten Ausfallssymptomen 
endgiiltig bewiesen. Bei der Priifung der weiteren physiologischen Wirkung 
der verschiedenen Priiparate, insbesondere hinsichtlich der Beeinflussung 
des Phosphatid- und Cholesteringehaltes im Blute, ergaben sich weit 
gehende Verschiedenheiten, die derzeit noch nicht aufgeklart werden konnten 
(Schmitz und Milbradt'). Es kann angenommen werden, daB ein die 
simtlichen Lipoidfraktionen senkendes Agens in allen Praparaten an 
wesend ist, daB aber die weniger gereinigten Praparate auBerdem noch eine 
Substanz enthalten. die den Phosphatidspiegel heraufsetzt. Ob dabei 
die Anwesenheit von Adrenalin und Cholin eine Rolle spielt, ist nicht ent- 
schieden, aber wenig wahrscheinlich. 

Unser Bestreben in den nachfolgenden Untersuchungen ging dahin, 
erstens die in der Literaur bestehenden Unstimmigkeiten zu klaren und 
zweitens — durch Vergleich samtlicher bisher bekannter Methoden - 
die geeignetste Darstellungsmethode fiir das Hormon der Nebennieren- 


rinde zu finden. 


Darstellung des Nebennierenrindenhormons. 

Urspriinglick verwendeten wir bei unseren Untersuchungen 
wisserige oder saure Ausziige frischer Nebennieren vom Rind, die auch 
bis zu einem gewissen Grade eine Wirksamkeit zeigten. Doch ent- 
hielten diese Extrakte noch Adrenalin und Cholin und erwiesen sich 
besonders bei langerer Applikation — als stark toxisch. Durch Zusatz 
von Oxydationsmittel, wie Perhydrol oder Kaliumpermanganat, wahrend 
der Aufarbeitung der Extrakte wurde versucht, zu adrenalinfreien 
Lésungen zu gelangen. Aber es zeigte sich stets, daB auch in Extrakten, 
in denen — bei der bekannt groBen Empfindlichkeit des Adrenalins 
gegen Oxydationsmittel — unmdglich solches noch zugegen sein konnte 
und sich auch chemisch niemals eine positive Adrenalinreaktion nach- 
weisen lieB, noch blutdrucksteigernde Substanzen enthalten waren. 
Wir muBten daher zu dem SchluB kommen, den ahnlich auch Reiss* 


1 EB. Schmitz u. W. Milbradt, Zeitschr. f. exper. Med. 68, 393, 1929, 
2 M. Reiss, Endokrinologie 6. 321, 1930. 








ide in 
darin 
sfalls 
n der 
n, bis 
usfal] 
h Zu 


ischet 
ten. 
diese 
nach 
t ein 
omen 
kung 
ssung 
weit - 
inten 

die 

an- 
eine 
labei 
ent- 


hin, 
und 
n - 

‘ren- 


gen 
tuch 
ent- 
h — 
satz 
end 
elen 
ten, 
lins 
inte 
ich- 
ren. 


° 9 
Ss ~ 


929 





Biochemie der Nebennierenrinde. I. 4] 


vusgesprochen hat, daB es sich hier gar nicht mehr um Adrenalin, 
sondern um unspezifische blutdrucksteigernde Substanzen handle, 
wie sie vor einiger Zeit auch Collip' bei der Praparation verschiedenet 
Organextrakte erhielt. Als einfachste und zweckmabigste Methode 
zur Beseitigung dieser blutdrucksteigernden Substanz erwies sich 
schlieBlich nach vielen anderen vergeblichen Versuchen die Dialyse, 
da sich gezeigt hatte, daBS das Hormon der Nebennierenrinde selbst 
nur schwer dialysabel ist. 


Unter Zugrundelegung einer alteren Arbeit von Hartman und 
Mitarbeitern? sowie Ferreira de Mira und Fontes*® und Kombination 
mit unseren eigenen Erfahrungen gelangten wir schlieBlich zu folgender 
brauchbaren Darstellungsmethode fiir das Hormon der Nebennierenrinde. 


Methode I. Die von Mark sorgfialtig freipraparierte Rinde frischer 
Nebennieren vom Rind wurde fein gemahlen, auf Glasplatten in diinner 
Schicht ausgestrichen und bei Zimmertemperatur mittels eines Luftstromes 
getrocknet. Das trockene Gut wurde pulverisiert und zweimal je 2 Tage 
mit n/10 Essigséure bei 40° ausgezogen. Die kolierten und filtrierten ver- 
einigten Ausziige wurden im Vakuum auf ein Drittel des Volumens ein- 
geengt, von einem ausfallenden Niederschlag abfiltriert, die klare gelb 
braune Lésung auf px 7.0 gebracht und mit Kochsalz gesittigt. Der aus- 
fallende Niederschlag wurde nach 24stiindigem Stehen im Eisschrank 
auf der Nutsche gesammelt und im Vakuum itiber Schwefelsaure getrocknet. 
Das Pulver wurde mit n/100 Essigséure zu einem Brei angeriihrt und in 
einer Fischblase oder in einem Pergamentpapierbeutel 3 bis 5 Tage lang 
gegen flieBendes Wasser bei einer Temperatur von 8 bis 10° dialysiert. 
Nach dieser Zeit wurde der Inhalt unter leichtem Erwarmen in n/100 Essig- 
siure gelést, wobei ein kleiner Teil ungelést blieb. Die essigsaure Lésung 
wurde dreimal durch Knochenkohle filtriert und die so erhaltene klare 
hellgelbe Lésung im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Riickstand 
wurde am RiickfluBkiihler erschépfend mit frisch destilliertem Ather 
extrahiert, die atherische Lésung nach dem Filtrieren zur Trockene ge- 
bracht. Die so resultierende Masse wurde bei 40° in physiologischer Koch- 
salzlésung gelést und mittels Filtration durch eine Berke /feld-Kerze sterilisiert. 


Die auf diese Weise hergestellten Extrakte hatten vollen physiologi- 
schen Wirkungswert. Durch tagliche subcutane Injektionen von 
leem pro Kilogramm Korpergewicht gelang es, nebennierenexstirpierte 
Kaninchen ohne akzessorische Nebennierenrindensubstanz — beliebig 
lange am Leben zu erhalten. Die Tiere bekamen durch diese Behandlung 
wieder ihre normale FreBlust und nahmen an Gewicht zu. Selbst 
Tiere, die ohne Behandlung bereits Erscheinungen von Nebennieren- 
insuffizienz zeigten, wurden durch die Extraktinjektionen geheilt. 


1 J. B. Collip, J. of physiol. 66, 416, 1928. 

2 F. A. Hartman, K. A. Brownell, W.E. Hartman, G. A. Dean u. 
C.G. Mac Arthur, Amer. J. of Physiol. 86, 363, 1928. 

3 Ferreira de Mira u. J. Fontes, C. r. Soc. Biol. 100, 602, 1929 
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Die Priifung der Wirksamkeit der Extrakte erfolgte jeweils nac} 
den in den spateren Abschnitten beschriebenen Methoden. 

Kin groBer Nachteil dieser Extrakte war ihre leichte Zersetzlichkeit 
Die wasserige Lésung hielt sich nicht langer als 3 bis 5 Tage, ohne ihre 
Wirksamkeit stark zu vermindern oder ganz einzubiiBen und auch di 
Versuche, die Extrakte als Trockenpulver aufzuheben, befriedigten 
nicht. Denn auch dieses zeigte stets nach 2 bis 3 Wochen einen starken 
Abfall der Wirkung, um nach etwa 4 bis 5 Wochen tiberhaupt unwirksam 
zu werden. Auch eigneten sich diese Extrakte nicht fiir intravendse 
Injektionen, da sie offenbar noch toxische Substanzen enthielten, 
denn ein GroBteil der Tiere ging nach intravenéser Injektion unter 
Krampferscheinungen ein. Histamin und Cholin konnten in den Ex- 
trakten nicht nachgewiesen werden und konnten héchstens in mini- 
maler Menge zugegen gewesen sein. 


Wir entschlossen uns daher, in der Folge andere Darstellungs- 


methoden anzuwenden, wobei die bereits bekannten Literaturangaben 


als Vorbild dienten. Es soll gleich hier vorweggenommen werden, daB 
es uns mit dieser nach vielen Versuchen herauskristallisierten Dar- 
stellungsmethode nicht nur gelang, weitaus wirksamere Extrakte 
von langer Haltbarkeit herzustellen, sondern dieselben auch frei 
von allen toxischen Nebensubstanzen zu erhalten. 


Mit der von Goldzieher' angegebenen Darstellungsmethode und der 
von demselben Autor empfohlenen Reinigungsmethode, die analog der- 
jenigen fiir die Insulindarstellung nach Allan, Piper und Kimball ist, er- 
hielten wir zwar hormonhaltige Extrakte, doch haftete diesen neben der 
geringen physiologischen Wirksamkeit derselbe Nachteil der leichten Zer- 
setzlichkeit wie unseren eigenen friiheren Praparaten an. 

Der hohe Lipoidgehalt der Nebennierenrinde lieB die Méglichkeit 
ins Auge fassen, auch die Wirksubstanz mit Lipoidlésungsmitteln zu 
extrahieren. Diesen Weg hatten schon vor uns eine Reihe von Forschern 
mit wechselndem Erfolg eingeschlagen. 


9 


So gewann Hartmann? die wirksame Substanz durch Ausziehen des 
Driisenmaterials mit Ather und Extraktion des Verdampfungsriickstandes 
des Athers mit 80°,igem Alkohol. wodurch die wirksame Substanz geldést 
und von den Fetten abgetrennt wird. Der Verdampfungsriickstand des 
Alkohols wird dann in Wasser gelést. Doch erwies sich so bereiteter und 
als wirksam angegebener Nebennierenrindenextrakt von Hartman und 
Mitarbeitern® in den Handen von Nachuntersuchern als wirkungslos?. 
Wir selbst konnten allerdings nach dieser Methode Extrakte von geringer 
Wirksamkeit erhalten. Eine bessere Ausbeute und einen héheren Reinheits- 


1 H. Goldzieher, Klin. Wochenschr. 7, 1124, 1928. 

2 F. A. Hartman, Endocrinology 14, 229, 1930. 

3 Derselbe, K. A. Brownell u. W. E. Hartman, Amer. J. Physiol. 95, 670, 
1930. 

4 oW. W. Swingle u. J. J. Phifiner. ebenda 96, 153, 1931. 
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grad der Extrakte erzielt man mit dem Verfahren von Swingle und Pfifjner?. 
Unserem eigenen Verfahren wurde die Methode der genannten Autoren 
zugrunde gelegt, doch erwiesen sich verschiedene Anderungen als zweck- 
maBig. 

Die gréBte Schwierigkeit bei der Herstellung eines Nebennieren- 
rindenextraktes besteht unserer Erfahrung nach darin, denselben 
1. frei von Adrenalin bzw. anderen blutdrucksteigernden Substanzen 
herzustellen und 2. die Trennung des Nebennierenrindenhormons vom 
Lipoidmaterial durchzufiihren. Besonders letzteres ist duBerst wichtig, 
da die Léslichkeit des Adrenalins in gewéhnlichen Lipoidlésungsmitteln 
durch die Anwesenheit von Lipoiden, besonders von Phosphorlipoiden, 
sehr stark beeinfluBt wird. 

Adrenalin selbst tritt in der Nebennierenrinde und im verwandten 
Interrenalgewebe nicht auf (Oliver und Schdfer*, Szymonowicz*, Salvioli 
und Pezzolini4, Vincent®), die von einzelnen Forschern ( Patta®, Kawashima’) 
nachgewiesenen geringen Mengen Adrenalin stammen wahrscheinlich aus 
dem Markgewebe, das bei der Praparation nicht vollstandig abgetrennt 
werden konnte. Dies gilt jedoch nur fiir ganz frische Driisen, die sofort nach 
der Exstirpation aufgearbeitet werden. Wie wir zeigen konnten®, diffundiert 
beim Lagern der Driisen immer eine kleine Menge Adrenalin aus dem Mark 
in die Rinde und wird hier sowohl biologisch als auch chemisch nachweisbar. 
Diese postmortale Adrenalindiffusion wird durch Warme geférdert und ist 
bei Temperaturen unter 0° erst nach langer Zeit und auch da nur in ganz 
geringem Mae nachweisbar. Werden die frisch entnommenen Driisen 
jedoch bei Zimmertemperatur belassen, so ist bereits nach einer halben 
Stunde schwach und nach einer Stunde deutlich in der Rinde Adrenalin 
nachzuweisen. 

Da es nur in den allerseltensten Fallen méglich sein wird, die Driisen 
direkt im Schlachthaus aufzuarbeiten, so finden sich in den Rindenextrakten 

da eine absolute Trennung von Mark und Rinde iiberdies unmdéglich 
ist neben der bereits erwaihnten unbekannten blutdrucksteigernden 
Substanz wechselnde Mengen von Adrenalin, die entfernt werden miissen. 
Neben der Dialyvse, die allerdings etwas zeitraubend ist. hat sich nach den 
Erfahrungen von Pfiffner und Swingle® auch die mehrmalige Filtration der 
Extrakte durch Permutit bestens bewahrt. Vollstandig blutdruckwirkungs- 
lose Extrakte herzustellen ist uns auch nach dieser Methode nie gelungen, 
doch kénnen die Lésungen als praktisch frei von Adrenalin bezeichnet 


' Dieselben, ebenda 96, 164, 1931; Anat. Rec. 45, 244, 19380; J.J. 
Pfifiner u. W. W. Swingle, Amer. J. Physiol. 96, 180, 1931. 
* G. Oliver u. E. A. Schdfe r 3. 2 Physiol. 17. 9, 1895; 18, 230, 1895. 
3 L. Szymonowicz, Piliigers Arch. 64. 97, 1896. 
§ J. Salvioli u. P. Pezzolini, Arch. ital. de biol. 37, 380, 390, 1902. 
5 8S. Vincent, Proc. Roy. Soc. London (A) 61, 61, 1897; J. of Physiol. 
21, 111, 1897. 
6 4. Patta, Arch. farm. 6, 102, 1907; Arch. ital. de Biol. 48, 190, 1907. 
K. Kawashima, diese Zeitschr. 28, 332, 1910. 
Noch unver6ffentlichte Untersuchungen. 
* J.J. Phifiner uu. W. W. Swingle, Amer. J. of Physiol. 96, 180, 1931; 
Endocrinology 15, 335, 1931. 



















































44 H. Magistris: 
werden, da der Gehalt an blutdrucksteigernder Substanz unter 1 : 2000000 
pro Kubikzentimeter Rindenhormonlésung gebracht werden konnte und 
durch weitere Reinigung noch zu vermindern ist. Solche Lésungen konnten 
in verhaltnismaéBig groBen Dosen intravends verabreicht werden, ohne daf 
ein adrenalinahnlicher Effekt zur Beobachtung gelangte. 


Folgendes Verfahren hat sich uns fiir die Darstellung einer hoch- 
wirksamen Rindenhormonlésung als sehr brauchbar erwiesen: 


Methode II. Die Nebennieren von Rindern werden sofort nach det 
Entnahme in Eis gepackt, rasch in das Laboratorium gebracht, in eine 
Kaltemischung gebettet und gut durchgefroren. Dann wird das Mark sorg- 
faltigst abprapariert und die Driisensubstanz im Fleischwolf oder mit dem 
Hackmesser fein zerkleinert, was leicht gelingt. wenn man die Driisen 
vorher nochmals einfriert. Die so vorbereitete Rindensubstanz wird bei 
héchstens 50° Badtemperatur mit 96° ,igem Alkohol erschépfend extrahiert. 
Die vereinigten filtrierten, alkoholischen Extrakte werden unter ver- 
mindertem Druck zur Sirupkonsistenz eingeengt und der Riickstand mehr 
fach erschéptend bei 30° mit Benzol extrahiert. Der Riickstand nach det 
Vakuumverdampfung der Benzoll6sungen wird mehrmals mit Aceton 
ausgezogen, die filtrierten Lésungen im Vakuum zur Trockne gebracht und 
mit Ather extrahiert. Nach dem Entfernen des Athers wird der Riickstand 
in wenig 70°,igem Alkohol gelést und die Lésung mit hochsiedendem 
Petrolather mehrmals ausgeschiittelt. In die Petrolatherfraktion gehen 
Lipoide und Fette tiber, die keine Wirksamkeit besitzen. Die Wirksubstanz 
verbleibt in der verdiinnten alkoholischen Lésung. die mehrmals durch 
Permutit filtriert wird und dann im Vakuum verdampft wird. Der Riick- 
stand wird tiber Phosphorpentoxyd im Vakuum getrocknet, fein pulverisiert 
und in siedendem Ather gelést. Die filtrierte Atherl6sung wird endlich 
mehrmals mit n/10 Natronlauge durchgeschiittelt, wobei eine weitere 
Abtrennung unwirksamer Bestandteile erfolgt, wahrend das Hormon in 
der atherischen Lésung verbleibt. Nach dem Abdampfen des Athers wird 
der Riickstand in destilliertem Wasser gelést. die Lésung nochmals durch 
Permutit filtriert und auf eine Verdiinnung gebracht. daB leem 30g 
frischer Rindensubstanz entspricht. Die so gewonnene Lésung, die das 
wirksame Prinzip in sehr wenig Trockensubstanz angereichert enthalt. 
wird durch Seitz-Filter oder Berkefeld-Kerze sterilisiert und ist zur sub- 
cutanen oder intravenésen Injektion geeignet. 

Durch die Wertbestimmung am Blutdruck des Hundes wurde 
gezeigt, daB der Gehalt an blutdrucksteigernder Substanz in auf diese 
Weise bereiteten Praparaten etwa 1: 3000000 pro Kubikzentimeter 
der Lésung betragt. 

Die Haltbarkeit weitgehendst gereinigter Priparate ist geringer als 
jene von unreinen Praparaten. Die Wirksamkeit der nach der vor- 
stehenden Methode gewonnenen Extrakte ist bei 8 bis 10° in absolutem 
Alkohoil etwa 10 bis 12 Wochen, in 70° ,igem Alkohol 10 Wochen, in 
30°,,igem Alkohol 6 Wochen, in redestilliertem Wasser 3 bis 4 Wochen 
haltbar. Es scheint, daB die Anwesenheit von Salzen, insbesondere 
von Kalksalzen einen gewissen stabilisierenden EinfluB auszuiiben 
vermag, auch ist die MHaltbarkeit in physiologischer Kechsalz- 
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lésung besser als in destilliertem Wasser. Bei héherer Temperatur 
geht die Inaktivierung rascher vor sich, bei 85° wird das Hormon in 
gereinigtem Zustande vollkommen inaktiviert, in unreinem Zustande 
vertragt es Temperaturen bis 100°. Das scharf getrocknete Pulver 
zeigte bei 4° im Vakuum aufgehoben nach 3 Monaten kaum einen 
Verlust seiner Wirksamkeit. 

Der Aschengehalt des Trockenpulvers betragt 11°,,: eine chemische 
Untersuchung konnte in Anbetracht der geringen Ausbeute derzeit 


noch nicht vorgenommen werden. 


Tabelle I. 


Nebennierenrinde 


Alkoholextrakt 


Alohohische Lésung Driisen verworfen 
Alkohol im Vakuum entfernt 
Rickstand mit Benzol extrahiert 


Benzoll6sung In Benzol unloslicher 
Benzol im Vakuum entfernt Riickstand verworfen 
Rackstand mit Aceton extrahiert 


Acetonlosung In Aceton unldslicher 
Aceton im Vakuum entfernt Riickstand verworfen 
Rickstand mit Ather extrahiert 


Atherlosung In Ather unldslicher Rick- 
Ather entfernt stand verworfen 


Rickstand in 70°,igem Alkohol gelést, mit 
Petrolather ausgeschiittelt 





In 70°%igem Alkohol lésliche Fraktion In Petrolather lésliche 
Filtriert durch Permutit Fraktion verworfen 
Filtrat im Vaknum zur Trockne gebracht 

Riickstand mit Ather extrahiert 


In Ather léslicher Anteil mit n/10 Natron- In Ather unloslicher 
lauge geschittelt Anteil verworfen 

Im Ather verbleibender Anteil In Natronlauge léslicher 

Ather entfernt Anteil verworfen 


Rickstand in Wasser gelést 





| 
Wasserige Losung. durch Permutit filtriert, sterili- In Wasser unloslicher Riick- 
siert durch Seitz-Filter oder Berkefeld-Kerze stand verworfen 








H. Magistris: 


Um den etwas langwierigen Darstellungsweg des Nebennieren 
rindenhormons in iibersichtlicher Form zu zeigen, ist in Tabelle I dic 
von uns eingeschlagene Praiparationsmethode nochmals dargetsellt 


Nachweis des Nebennierenrindenhormons. 

Als Beweis fiir die Aktivitat der von mir hergestellten Extrakte dient 
das Uberleben beiderseitig nebennierenexstirpierter Kaninchen unte: 
der Behandlung mit denselben, da keine andere Wirkung des Rinden- 
hormons als véllig spezifisch derzeit anerkannt werden kann. Gelingt 
es aber, die lebensverlangernde Wirkung eines Extraktes mit Sicherheit 
nachzuweisen, so lassen sich auch seine anderen Wirkungen, besonders 
wenn es sich um ein weitgehend gereinigtes Praparat handelt, aller 
Wahrscheinlichkeit nach mit der Wirkung des Rindenhormons in 
Zusammenhang bringen. 

Hartman sowie Swingle und Pfiffner hatten ihre Extrakte an 
nebennierenlosen Katzen, Rogoff und Stewart an zweizeitig epinephrek- 
tomierten Hunden und Goldzieher an Ratten gepriift. Diesen letzten 
Versuchen mangelt allerdings jegliche Beweiskraft, da Ratten be- 
kanntermaBen selbst nach einzeitiger doppelseitiger Epinephrektomie 
auch ohne Behandlung lange Zeit itiberleben kénnen. 

Wir wahlten fiir unsere Versuche das Kaninchen, das sich fiir diese 
Zwecke ganz besonders eignet, denn nach einzeitiger Entfernung beider 
Nebennieren geht dieses Tier unfehlbar zugrunde, selbst bei Bildung 
akzessorischer Rindenkérper, da diese zur Erhaltung des Lebens keines- 
falls ausreichen. 

Die Epinephrektomie wurde in Athernarkose vom Bauch aus durch- 
gefiihrt. In Befolgung der Angaben anderer Autoren (Reiss) erwies es sich 
zur restlosen Entfernung der rechten Nebenniere zweckmaBig, immer ein 
kleines Stiickchen der Vena cava mitherauszuschneiden. 

Die Zeit, die nach einzeitig beiderseitiger Epinephrektomie bis 
zum Auftreten irgendwelcher Ausfallserscheinungen verstreicht, ist 
von duBeren Bedingungen sehr stark abhangig. Sie traten wahrend 
der Wintermonate, in denen die Laboratoriumstemperatur 10 bis 15‘ 
betrug, im allgemeinen nie friiher als 12 bis 15 Stunden nach der 


Operation auf, im Sommer hingegen, wahrend dessen wir Innentempera- 
turen von 26 bis 32° veizeichneten, beobachteten wir bei einzelnen 
Tieren schon nach 3 bis 5 Stunden die ersten Ausfallssymptome, bei 
allen Tieren aber vor der achten Stunde. LaBt man die Tiere in voll- 
kommener Ruhe, so auBert sich das erste Symptom meist in einer 
gewissen Starrheit und Gezwungenheit der Haltung. In diesem Zu- 
stande, der mehrere Stunden dauern kann, verweigern die Tiere bereits 
FraB8 und Trank. Das naichste Symptom ist verlangsamte, vertiefte 
und etwas spaiter auch unregelmaBige Atmung. Mit dem vollstandigen 
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ussetzen der Atmung beginnen die Kiampfe, die jedoch bei Wieder- 
insetzen der Atmung sofort sistieren. Durch Gerausche oder auch durch 
blenden mit Licht gelingt es, die Krampfe schon zu einem friiheren 
Zeitpunkt auszulésen und den Zustand der Starrheit, der sonst 6 bis 
s Stunden dauern kann, zu durchbrechen'. Vom Beginn der Ausfalls- 
erscheinungen bis zum Eintritt des Todes verstreichen stets mehrere 
Stunden, doch ist die Zeit bei den einzelnen Tieren sehr verschieden. 
Irgendein EinfluB des Alters oder des Geschlechts konnte nicht erkannt 
werden. 

Setzt die Extraktbehandlung sofort nach der Operation oder 
spitestens beim Auftreten der ersten leichten Ausfallserscheinungen 
ein, so gelang es in den meisten Fallen, weitere Symptome zu verhindern 
und die Kaninchen durch mehrere Tage am Leben zu erhalten (Ta- 
belle Il und III). Nach dem Auftreten schwerer Erscheinungen von 
Nebenniereninsuffizienz mit Prostration konnte selbst durch intra- 
venése Injektionen groBer Extraktgaben ein lebensverlangernder 
Effekt nicht erzielt werden. Zwar war eine deutliche Besserung un- 
verkennbar, die Tiere richteten sich wieder auf und zeigten normale 
Atmung. Im Verlauf von wenigen Stunden zeigten sich aber wieder 
die friiheren schweren Symptome. Durch fortgesetzte intravendse 
Extraktinjektion gelang es zwar immer wieder, das Symptomenbild 
fiir kurze Zeit zu beseitigen, doch war eine dauernde Verlangerung des 
Lebens nicht zu erzielen (Tabelle 1V). Blo®B in zwei Fallen gelang es, 
Tiere, die bereits Atemsymptome und Krampfe zeigten, durch groBe 
intravenédse Gaben des Nebennierenextraktes einige Tage am Leben 
zu erhalten. Doch stellen dicse Falle Ausnahmen dar, alle tbrigen 
verliefen ergebnislos. 

Die besten Erfolge wurden zweifellos erzielt, wenn mit der Extrakt- 
behandlung bereits 1 oder 2 Tage vor der Operation begonnen wurde. 
Auf diese Tatsache wies auch bereits Reiss (1. c.) bei seinen Unter- 
suchungen hin. Es gelang uns so, einzeitig beiderseitig epinephrekto- 
mierte Kaninchen fast 4 Wochen am Leben zu erhalten (Tabellen V 
und VI). Die Tiere liefen wahrend dieser Zeit im Kafig herum, fraben 
und erschienen vollkommen normal. Auch nahmen sie an Gewicht zu, 
wie Abb. 1 und 2 zeigen. 


! Auch Kahn (Pfliigers Arch. 169, 330, 1917) und Aisch (Endocrino- 
logie 1, 31. 1928: Pfliigers Arch. 219, 426, 1928) haben gezeigt. daB Kaninchen, 
die nach zweizeitiger Epinephrektomie lange Zeit tiberlebten, bei ganz 
geringfiigigen Eingriffen plétzlich sterben kénnen. feiss (1. ¢.) fiihrt diese 
Erscheinung nicht auf eine durch das Fehlen der Nebennierenrinde bedingtes 
Ausfallssymptom zuriick, sondern deutet sie als ,.einen plétzlichen Adrenaltin- 
mangel und ein Versagen der Notfallsfunktion*’. 
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Gewicht in g 


a Ee eS 
/, se 72 18 
Zeit in lagen 
Abb. 1 
Gewichtskurve eines epinephrekto- 
mierten Kaninchens bei der Behandlung 
mit Nebennierenrindenhormon 


I. Beginn der Behandlung 
Il. Epinephrektomie. 
lil. Aussetzen der Behandinng 
IV. Tod infolge Nebenniereninsuftizienz. 
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Zeit in Tagen 

Abb. 2. 
Gewichtskurve eines epinephrekto- 


mierten Kaninchens bei der Behandlung 
mit Nebennierenrindenhormon 


I. Beginn der Behandlung 
Il. Epinephrektomie 
Ill. Aussetzen der Behandlung. 
IV. Wiederaufnahme der Behandlung 
V. Aussetzen der Behandlung 
VI. Tod infolge Nebenniereninsuftizienz 


Tabelle 11. 


Kaninchen, 9. 2060 g. 





14. IV. | 10h 


Tag Stunde Behandlungsart 


Beiderseitige 


Epinephrektomie 


19 30’ 2ecem Extrakt SC 4 


intravenos 


IV. 9 
9 10 Dasselbe 
9 20 
9 45 
11 
11 05 - 
11 15 
11 55 
12 ‘ 
12 30 
15 


Verhalten des Tieres 


Tier ist frisch und munter 
Tier sehr matt, Atmung unregelmabig 
Tier liegt auf der Seite, Atmung 


sehr unregelmabig. waibhrend der 
Atempausen Krampfe 


Atmung gebessert, keine Krampfe 
Tier sitzt aufrecht im Kafig 


Tier liegt wieder auf der Seite, 
Atmung unregelmabig, Krampfe 


Leichte Besserung, Atmung 
unregelmabig 


Abermals Krampfe, Diarrhoen 


Tier sitzt aufrecht im Kafig, atmet 
aber unregelmabig 


Tot aufgefunden 
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Tabelle IJ]. Waninchen, co, 2245 ¢. 





Tag Stunde 


20. IV. | 10h 


19 05 
Si. Ee: 


9 10 


14 05 


18 05 

1S 30 

19 30 
22.1V. 9 

9 05 


10 
11 
11 05 


12 


15 


18 
19 30 
23. IV. | 8 


Biochemische Zeitschrift Band 248. 4 


15 10’ 


Behandlungsart Verhalten des Tieres 
Beiderseitige 
HK pinephrektomie 
leem Extrakt SC 4 Tier gleich nach Operation frisch 


subcutan und munter, es fribt 


Dasselbe 
Tier sitzt starr im Katig, verschmaht 
- : frische Kohlblatter 
1.5eem Extrakt SC 4 
subcutan 
Dasselbe, Atmung unregelmabig 
2cem Extrakt SC 4 
intravenos ee 
lier sitzt aufrecht im hatig, sieht 
aber sehr miide aus, Atmung 
unregelmabig 
Dasselbe 
Tier ist frisch und munter, es fribt 
Tier liegt auf der Seite, kann nicht 
aufstehen 
leem Extrakt SC 4 
intrayenos 
Tier sitzt wieder aufrecht, Atmung 
sehr langsam und geprelit 
Durch das Gerausch einer zufallenden 
Tir wird ein Krampfanfall ausgelost, 
der jedoch rasch voriibergeht, Atmung 
unregelmiabig 
2eem Extrakt SC 4 Wahrend der Atempausen Krampfe 
intravenos 
Atmung gebessert, keine Krampfe 
leem Extrakt SC 4 Tier sitzt aufrecht, macht einen voll- 
subcutan kommen frischen Eindruck 
Tier liegt soporés auf der Seite, atmet 
tief und krampfhaft, bei Beriihrung 
tritt Opisthotonus ein 
3eem Extrakt SC 4 


intravenos 
Bedeutende Besserung 


Neuerliche Krampfe 
2eem Extrakt SC 4 
intravenos 
Tier setzt sich unter Mihe auf 
Atmung stark gestOrt, beim Ausbleiben 
der Atmung setzen immer wieder 
Kriampfe ein 
Unverindert 
Leichte Besserung, keine Krampfe 
Tot aufgefunden 
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Tabelle IV. WKaninchen, o’, 1890 g. 











Stunde Behandlungsart Verhalten des Tieres 


115 Beiderseitige Tier gleich nach der Operation 
KH pinephrektomie erholt 


16 Tier sieht vollkommen normal aus, is 


frisch und munter und fribt 
Dasselbe 
Tier sieht matt aus, friBt nicht 
Tier liegt auf der Seite, hat Atem 
storungen und Krampfe 
3cem Extrakt SC 5 
Intravenos 


Leichte Besserung 


Stark gestérte Atmung, in den Atem- 


pausen kommt es zu Krampten 
Dasselbe 
Atmung regelmabig, das 
Tier setzt sich sogar auf 
Neuerliche Krampfe, Opisthotonus 
5eem Extrakt SC 5 
intravenos 
3cem Extrakt SC 4 
zubeutan 
Sistieren der Krampfe 


Tier liegt soporés auf der Seite, 


Atmung unregelmabig, Krampfe 
3 cem kxtrakt SC 4 Die Injektion bleibt wirkungslos 
intravenos 
Zustand unverandert 
Tod unter Atemstillstand 


Tabelle V. Kaninchen, oc’, 





Stunde Behandlungsart Verhalten des Tieres 


16% 2cem Extrakt SC 5 
subcutan 
9 8cem Extrakt SC 5 
subeutan 
15 2cem Extrakt SC 5 
subeutan 
Beiderseitige Tier erholt sich sofort nach der 
Epinepbrektomie Operation 
2ceem Extrakt SC 5 Tier ist frisch und munter 
subcutan 


Taglich Dasselbe, von einem normalenTier nicht 
2eem Extrakt SC 5 zu unterscheiden, Gewichtszunahme 


subcutan 
Kein Extrakt mehr Deutliche Verschlechterung 
abends Tot aufgefunden 
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Tabelle VI. 


Kaninchen, 2, 2130 g. 





Stunde Behandlungsart Verhalten des Tieres 


17% 2eem Extrakt SC 5 
subcutan 
10 Dasselbe 
18 
11 Beiderseitige Tier erholt sich sehr rasch nach der 
Kpinephrektomie Operation 
18 8cem Extrakt SC 5 
subcutan 
Taglich Vollkommen normales Verhalten des 
2ecm Extrakt SC 5 Tieres 
subcutan 
friih Kein Extrakt mehr 
abends Tier verweigert das Fressen 
i) Tier ist matt, fribt nicht, reagiert 
nicht auf Reiz 
Unbeweglich starre Haltung des Tieres, 
typisches Nebennierenrindenausfall- 
symptom, Atmung fliegend 
2eem Extrakt SC 5 
intravends 
Tier fribt wieder 


15¢em Extrakt SC 5 
subcutan 
Taglich Tier ist vollkommen frisch 
2eem Extrakt SC 5 
subcutan 
Kein Extrakt mehr 
abends Typische Ausfallserscheinungen, 
Atmung langsam und unregelmabig, 
noch keine Krampfe 
friih Tier liegt auf der Seite und atmet 
krampfhaft (Flankenatmung, Nasen- 
fligelatmung), in den Atempausen 
Krimpfe und Opisthotonus 


mittags Tot aufgefunden 


Als kleinste tagliche Dosis, die eben noch imstande ist, epinephrekto- 
mierte Kaninchen am Leben zu erhalten, wurden bei einem hoch- 
gereinigten Extrakt! 0,5cem gefunden. Diese Menge taglich verab- 
reicht, geniigte eben, um das Tier bei normalem Wohlbefinden zu 
erhalten. Kine Verringerung dieser Dosis auf die Halfte — also !/, cem 
tiglich —, gewahrte indessen keinen Schutz mehr und das Tier ging 


an den typischen Ausfallserscheinungen der Nebenniereninsuffizienz 


zugrunde. 


1 Dargestellt nach Methode II. 
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Da wir auch in zahlreichen anderen Versuchen feststellen konnter 


. . . ‘ea . . . . ° . . . 
daB bei einiger Ubung die kleinste taglich nétige Menge eines Rinde: 


extraktes, die eben ausreicht, die epinephrektomierten Tiere b« 
volliger Frische am Leben zu erhalten, sehr genau bestimmt werde: 
kann, glauben wir, daB diese lebensverlangernde Wirkung von Neben 
nierenrindenpraparaten als Grundlage fiir eine Standardisierung de: 
Rindenhormons verwendet werden kann. 

Wir schlagen daher vor, jene geringste Menge des Rindenhormons 
als eine Einheit zu bezeichnen, die bei taglicher subcutaner Verab- 
reichung imstande ist, einzeitig beiderseitig epinephrektomierte Kanin 
chen mindestens 1 Woche am Leben zu erhalten, wobei mit der Ein- 
verleibung des Praparats bereits 2 Tage vor der Operation begonnen 
wird (Tabelle VII). 

Tabelle VII. 


Kaninchen, oc, 1885 g. 





Tag Stunde Behandlungsart Verhalten des Tieres 


13. VII. 16h 1M, ecem Extrakt SCp 
subcutan 
14.VII. 2 Dasselbe 
15. VII. Beiderseitige Kurze Zeit nach der Operation 
EK pinephrektomie ist das Tier erholt und fribt 
'ycem Extrakt 5 Cp Tier ist frisch und munter 
subcutan 
Taglich Tier vollig normal 
1) cem Extrakt SCp 
subeutan 
10 Extraktmenge reduziert 
auf 1/,cem Extrakt SCp 
subcutan 
friih . * » 
11 ',cem Extrakt SCp Tier friBt nicht, ist matt 
subcutan 
Tier liegt sopords auf der Seite, Atmung 
krampfhaft, noch keine Krampfe 
26. VII. morgens Tot aufgefunden 


Bei einer Reihe von Kaninchen zeigte sich die merkwiirdige Tat- 
sache, daB mit weniger gereinigten Praparaten bessere Erfolge erzielt 
wurden als mit weitgehend gereinigten. Wir fiihrten dies urspriinglich 
auf die gréBere Stabilitét der unreinen Extraktlésungen zuriick und 
dachten an eine sehr rasche Zerst6rung des wirksamen Prinzips, muBten 
diese Anschauung aber bald aufgeben, da dieselben Lésungen bei 
anderen Tieren ganz ausgezeichnete Resultate zeitigten. Es tauchte 
die Vermutung auf, daB die in den weniger gereinigten Extrakten noch 
vorhandene geringe Menge Adrenalin fiir die verschiedene Wirkung 
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verantwortlich zu machen sei. Diese Ansicht fand ihre Bestatigung, 
ilses tatsichlich in einer Reihe von Fallen, in denen selbst die intravendse 
Injektion gréBerer Mengen von Rindenextrakten — die bei anderen 
Kaninchen lebensverlangernd wirkte, bzw. bei bereits aufgetretenen 
Symptomen von Nebenniereninsuffizienz, diese wesentlich besserte — 
ohne sichtbaren Erfolg blieb, gelang, durch Injektion kleiner Mengen 
von Adrenalin eine wesentliche zeitweilige Besserung der Ausfalls- 
erscheinungen zu erzielen (Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. 


Kaninchen, 2, 2340 g. 





Stunde Behandlungsart Verhalten des Tieres 


15h Leem Extrakt SCp 
subcutan 
9 Dasselbe 
16 Beiderseitige Sofort nach der Operation grobe 
Epinephrektomie FreBlust 
1cem Extrakt SCp Tier ist matt und fribt nicht 
subcutan 
Tier liegt schwer atmend,auf der 
Seite 
Atmung stockend, Krampte 
2cem Extrakt SCp 
intravenos 
Keine Besserung 
Dasselbe Schwere Kram pfe, 
Injektion bleibt ohne Wirkung 
leem Adrenalin 1:1090 
intravenos 
Leichte Besserung, Atmung regelmabig, 
keine Krampfe 
Tod. Das Tier hatte vor dem Tode weder 
Krampfe noch Atembeschwerden. Is 
sah aufrecht im Kafig. Sektion: o. B 


Wodurch diese Reaktionsverschiedenheit bei einzelnen Tieren 
bedingt ist, und ob diese Erscheinungen durch einen plétzlich akut 
werdenden Adrenalinmangel erklirt werden kénnen, ist derzeit noch 
unbeantwortbar. Es hat aber fast den Anschein, als ob eine gewisse 
geringe Adrenalinmenge in den Nebennierenrindenextrakten zweck- 
maBig oder sogar notwendig ware, um ein sicheres Ansprechen des 
Organismus auf das Hormon der Nebennierenrinde zu gewahrleisten. 


Weitere Untersuchungen, die bereits im Gange sind, sollen diese 
Frage zu klaren versuchen. Die Sektion der betreffenden Tiere ergab 
jedenfalls in keinem der Falle irgendwelche Anhaltspunkte. 
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Zusammenfassung, 

Es wird die Darstellung des Nebennierenrindenhormons in wasserige; 
Losung nach zwei verschiedenen Methoden beschrieben. Es wird di: 
biologische Aktivitat dieser Extrakte gezeigt, indem es gelungen ist, dir 
Lebenszeit einzeitig beiderseitig epinephrektomierter Kaninchen durc! 
Wochen hindurch und bis zum Abbrechen der Behandlung bei vollen 
Wohlbefinden am Leben zu erhalten. Die Wirkung der Extrakte tritt 
jedoch nur dann deutlich in Erscheinung, wenn die Tiere bereits voi 
der Epinephrektomie und vor dem Auftreten irgendwelcher Ausfalls 
symptome mit dem Rindenextrakt behandelt wurden. Das Leben 
von Tieren, die bereits typische Erscheinungen von Nebennieren 
insuffizienz zeigten, konnte in ahnlichem MaBe nicht verlangert werden. 
Es wurde lediglich ein Aufschub des Todes durch eine  zeitweilig: 
Besserung der akuten Symptome erzielt. 

Die lebensverlangernde Wirkung von Nebennierenrindenpraparaten 
kann als Grundlage fiir eine Standardisierung des Nebennierenrinden- 
hormons verwendet werden. 

Als Einheit wird jene geringste Menge des Rindenhormons vor- 
geschlagen, die bei taglicher subcutaner Verabreichung imstande ist, 
einzeitig beiderseitig epinephrektomierte Kaninchen  mindestens 
1 Woche am Leben zu erhalten, wobei mit der Einverleibung des Pra- 
parats bereits 2 Tage vor der Epinephrektomie begonnen werden muf 
Die Exstirpation wird auf diese Weise zu einem Eingriff gemacht, det 
von einem iiber die Norm gesteigerten zu einem normalen Hormon- 
gehalt des Tieres fiihrt. Nur durch den vollstandigen AusschluB eines, 
wenn auch nur zeitweiligen Hormonmangels ist ein exakter Wirkungs- 
nachweis der Extrakte méglich. Bei zu geringem Hormongehalt des 
Organismus kommt es zu irreversiblen Stoffwechselschadigungen, die 
dann auch durch Hormonzufuhr nicht mehr beseitigt werden kénnen, 
sondern uur das Fortschreiten dieser Stoffwechselprozesse kann ver- 
zogert werden. 
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Einige vorliufige Versuche 
iiber Verinderungen des Blutzuckers bei Dekapoden. 


Von 
F. C. Stott. 


(Aus der Abteilung fir Zoologie und Geologie, University College, 
Southampton. ) 


( Binge gangen am 29. Februar 1932.) 


Die auffallende Bestandigkeit von Crustaceengeweben gegeniiber 
groBen Verainderungen in der Zusammensetzung der umgebenden 
Fliissigkeit wird sehr deutlich, wenn Werte fiir den Gehalt des Blutes 
an Wasser, Ionen und organischen Bestandteilen ermittelt werden. 


Das ergibt sich aus Versuchen, wie sie Lim (1) anstellte. Er maB die 
Zeit, die Carcinus maenas in destilliertem Wasser am Leben blieb, und fand, 
daB die Tiere zwischen den Hautungen bemerkenswert widerstandsfahig waren 
im Vergleich mit denen vor und nach der Haéutung. .Margaria (2), der in 
Plymouth arbeitete, fand, daB das Blut von Carcinus maenas mit dem 
Meerwasser, in dem er lebte, isotonisch war. In auf ein Drittel verdiinntem 
Seewasser verfolgte er den Abfall des osmotischen Druckes des Blutes iiber 
einen Zeitraum von 80 Stunden. Die Kurve des osmotischen Druckes zeigt, 
daB nach ungefahr 15 Stunden ein Gleichgewicht erreicht wird, da der 
Krebs einen Unterschied im osmotischen Druck von ungefahr 0.9 (aus 
gedriickt in Gramm NaCl in 100g Wasser) zwischen der Innen- und der 
AuBenfliissigkeit aufrechterhalten kann. .Wargaria schloB, daB der Mecha- 
nismus dieser Regulation in den Kiemenmembranen lage, die, wie er folgerte, 
nicht nur fiir Wasser, sondern auch fiir Salze permeabel sein miiBten, da 
kein merkbares Anschwellen des Tieres stattfand. Maia squinado und 
Portunus depurator starben schneller, wenn sie derselben Behandlung 
unterworfen wurden, und zeigten kein Anzeichen einer osmotischen Regula 
tion. Bethe und Bergen (3) bestimmten den Natrium-, Kalium- und Calcium 
gehalt des Blutes verschiedener Dekapoden in Helgoland und Neapel, und 
ihre Werte zeigen Unterschiede zwischen Exemplaren derselben Art, be 
sonders in verschiedenen Umgebungen. Der Calciumgehalt des Blutes 
von Carcinus maenas ist in Helgoland und Neapel derselbe, aber der Kalium 


gehalt ist im zweiten Falle fast doppelt so groB wie im ersten. Paul und 
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Sharp (4) konnten zeigen, daB der Gehalt des Blutes von Cancer paguru 
an organischen Bestandteilen | Tag nach der Hautung nur ungefahr di 
Halfte des normalen Wertes betriigt. 


Fiir die héheren Tiere ist charakteristisch, daB ihr Blut auf ver 
haltnismaBig konstante Werte nicht nur des osmotischen Druckes und 
der Konzentration an Wasserstoff- und sonstigen Ionen, sondern auc! 
an Nahrstoffen einreguliert wird. 


Die stérende Wirkung, die ein Nahrstoff auf die Zusammensetzung 
des Blutes irgendeines Tieres ausiibt, hangt ab von der Geschwindigkeit 
mit der er durch den Darm resorbiert wird, und von der, mit welcher ihn 
die Gewebe assimilieren. Von den drei Hauptklassen von Nahrungsstoffe1 
erscheinen die Fette im Blut als neutrale Fetttrépfchen und unterscheiden 
sich dadurch von den anderen, da8 sie unlésliche Bestandteile bilden 
Es ist eindeutig bewiesen, da die Aminosiuren vom Séugetiergewebe 
schnell aufgenommen werden, denn die Zunahme im Aminosauregehalt des 
Blutes nach einer EiweiBmahlzeit ist nicht groB und dauert nur kurze Zeit 
[Slyke und Meyer (5)|. Im Gegensatz zu diesem Tatbestand nimmt der 
Blutzucker nach einer Mahlzeit zu und bleibt langere Zeit auf diesen 
héheren Niveau. Bekanntlich wirkt bei den Saugetieren die Niere einen 
iiberhohen Blutzuckerspiegel entgegen, indem sie einen UberschuB iibe: 
einen bestimmten Schwellenwert ausscheidet. Banting und Best (6) wiesen 
die blutzuckerregulierenden Eigenschaften des Insulins nach, das wahi 
scheinlich die Synthese von Zuckerkomplexen in den Geweben bewirkt (7 
Vom Standpunkt der vergleichenden Physiologie ist eines der interessan 
testen Merkmale der Blutzuckerregulation bei den Saugetieren die Not 
wendigkeit der Erhaltung eines gewissen Mindestblutzuckerspiegels; an 
scheinend brauchen die Gewebe zum Leben eine gewisse Mindestkonzentra 
tion an Zucker. Erniedrigung des Blutzuckerspiegels unter ungefahi 
40 mg-°,, (ausgedriickt als Glucose) bewirkt Krampfe und, wenn dies 
niedrige Konzentration autrechterhalten wird, bei normaler K6rper 
temperatur bei den Saéugetieren Tod; wenn sich die Tiere aber im Winter 
schlaf befinden, so kann, wie Nishi (8) gezeigt hat, der Blutzuckerwert 
ohne schlimme Folgen auBerordentlich klein werden. 


Die Versuche iiber den Blutzucker der Crustaceen wurden im Hin- 
blick auf zwei Ziele ausgefiihrt. Erstens um zu sehen, ob bei ihnen als 
poikilothermen Tieren sich die Theorie bestatigt, daB der Blutzucker- 
gehalt annihernd der Korpertemperatur parallel geht, und zweitens 
um ausfindig zu machen, ob sie irgendeinen mit dem Insulinmechanismus 
der Vertebraten vergleichbaren Mechanismus besitzen. 

Aus den Arbeiten von Bierry und Fandard (9), die fanden, daB das 
Vogelblut reicher an Zucker ist als das der Saéugetiere, und von Nishi (8 
der zeigte, daB der Zuckergehalt des Blutes von winterschlafenden Sauge- 
tieren extrem klein ist, wenn die Korpertemperatur sinkt, und daB das 
Blut der Schildkréte nur eine Spur Zucker enthalt, hat man geschlossen. 
daB die Kérpertemperatur in bestimmtem Ausma8 den Blutzucker reguliert 
Lang und Macleod (10) untersuchten den Zuckergehalt des Blutes eine: 
Reihe von Wirbellosen, um diese Theorie zu priifen, und fanden im ganzen 
niedrige Werte, aber auch einige héhere, die ausreichten, um die Theori 
zu widerlegen. Mit dem Blut verschiedener Dekapoden erhielten sie selu! 
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verschiedenartige Ergebnisse und nahmen deshalb an, daB ihre Methoden 
nach Bertrand und mit Pikrinsaure bei der Anwendung auf Blut von 
hohem Proteingehalt unzureichend waren und dai auBerdem die Er 
nahrungsbedingungen der untersuchten Tiere nicht gleichartig gewesen 
seien. Sie fanden nur eine Spur Zucker im Blut von Homarus americanus 
und zwischen 70 und 100 mg-°,, (berechnet als Glucose) bei Cancer irroratus. 
Orr (11) gibt nach der Methode von Maclean (12) erhaltene Werte fiir den 
Blutzucker beim Tiimmler, bei verschiedenen Teleostiern, EKlasmobranchiern 
und Dekapoden an. Bei Cancer pagurus erhielt er einen Wert von 30 mg-° 
und bei einem Tier, das sich gerade gehiutet hatte, 60 mg-".,.. Bei Homarus 
vulgaris bekam er einen Wert von 50 mg-°,, bei einem Tier 5 Stunden nach 
der Hautung und nur eine Spur bei einem hartschaligen Tier. Avisch (13) 
bestimmte den Zucker im Blut von Carcinus maenas nach der Methode 
von Hagedorn-Jensen (14) und fand zwischen 12 und 50 mg-°,, bei frischen 
Tieren und | bis 10 mg-°,, bei Tieren nach achttagigem Hungern. Er gibt 
an, daB bei saurer Hydrolyse die reduzierende Wirkung eines Blutes, das 
5mg-°,, Glucose enthielt, auf das Siebenfache anstieg. Hemmingsen (15) 
suchte nach einem ,,Insulinmechanismus**, indem er die Verinderungen im 
Zuckergehalt des Blutes von Potamobius astacus untersuchte. Er fand nach 
der Methode von Hagedorn-Jensen bei frischen Tieren Werte, die zwischen 
2 und 39 mg-”,, lagen. Indem er in Abstainden von '/, Stunde nach einer 
Fiitterung Blutproben entnahm, konnte er die Abhangigkeit des Blutzucker- 
spiegels von der Zeit nach der Nahrungsaufnahme zeigen. Ein Blutzucker- 
’, bei einem hungernden Tier war 1 Stunde nach der 
Fiitterung auf 28 mg-”,, gestiegen und fiel 3 Stunden spater auf 9 mg-” 
Durch Anwendung einer Modifikation der Géarungsmethode nach Eg 
versuchte er nachzuweisen, daB die reduzierende Wirkung des Krebs 
blutes allein vom Zucker herriihrt, aber die Ergebnisse waren so wechselnd, 
daB dieser Schlu8 nicht daraus zu ziehen war. Da er doch noch nach irgend- 
einer Blutzuckerregulation suchte, injizierte Hemmingsen (15) Glucose in 
das Krebsblut und hob so den Blutzuckerspiegel auf ungefiihr 280 mg-",, 
also auf einen erheblich héheren Wert als den héchsten nach der Fiitterung 
(42 mg-°,,) und erhielt, indem er von Zeit zu Zeit Blutanalysen machte, 
eine Kurve, die die Art des Abfalis wahrend eines Zeitraums von 8 Stunden 
zeigte. Analysen des Wassers auBerhalb des Tieres verrieten keine Zunahme 
der Zuckerkonzentration, und Hemmingsen schloB aus theoretischen Be- 
trachtungen, daB das Verschwinden des Zuckers nicht in gr6Berem Ausmals 
seiner Verbrennung zugeschrieben werden kénnte. Aus dem Vorhandensein 
eines Niveauwertes in der Zuckerkurve schloB er, daB es beim Krebs einen 
Mechanismus gibt, der den Zuckerspiegel ziemlich konstant halt, wenn 
geniigend Zucker zur Verfiigung steht. Da jedoch der Zuckergehalt nu 
ungefaihr 1'/, von insgesamt 8 Stunden konstant blieb und da der Wert, 
bei dem er konstant blieb, 17 mg-%, in keinerlei Beziehung weder zu dem 
normalen Héchst- noch Niedrigstwert von 42 bzw. 2 mg-”,, steht, kann 
diese Regulation ihrem Charakter na¢h schwerlich mit der bei den hoheren 
Tieren verglichen werden. Spater injizierte Hemmingsen (15) Krebsen 
wechselnde Mengen von Insulin und fand, daB weder eine Erniedrigung 
des Blutzuckers noch Krampfe auftraten. 


wert von 2 mg-' 


Die folgenden Bestimmungen des Blutzuckers von verschiedenen 
Krebsen wurden ausgefiihrt, um sicherzustellen, ob irgendeine Regula- 
tion erkennbar wird, wenn untersucht werden: 








a) die Wirkung des Hungers, 

b) die GréBe der Verainderung, die durch Fiitterung hervor- 
gerufen wird. Wenn in einer ahnlichen Weise wie bei den héheren 
Tieren eine Zuckerregulation stattfindet, diirfte ein bestimmter kritischer 
Wert nicht tiberschritten werden. 

c) die Wirkung von Sauerstoffmangel im Blut, die nach Simpson (18) 


bei Fischen Hyperglykamie bewirkt. 


Methoden, 


Es wurde die Methode von Maclean (12) in der Modifikation nach 
Maclean und De Wesselow (16) benutzt, die von De Wesselow (17) in allen 
Einzelheiten beschrieben worden ist. 

Das Blut wird zuerst durch Erwairmen mit einer sauren Salzlésung 
enterweiBt und das EiweiB durch Filtration nach Zusatz von dialysiertem 
Risenhydroxyd entfernt. Das Filtrat wird mit einer alkalischen Kupfer- 
losung gekocht, von der ein Teil zu Cuprooxyd reduziert wird. Die Menge 
des gebildeten Cuprooxyds wird jodometrisch bestimmt, indem das Jod 
mit Thiosulfat titriert wird. 

Fiir das Reagens sind zwei verschiedene Konzentrationen angegeben, 
von denen die eine fiir 1 cem, die andere fiir 0,2cem Blut geeignet ist. 
In Anbetracht der geringen vorhandenen Menge Zucker wurden | ccm Blut 
und die entsprechenden Lésungen zur EiweiBfaillung angewandt; zur Be- 
stimmung des reduzierenden Zuckers in dieser Probe wurde aber das fiir 
die Methode mit 0,2 ccm angegebene Reagens benutzt. Auf diese Weise 
konnte der Zucker in Mengen zwischen 4 und 60 mg-°,, Glucose zuverlassig 
bestimmt werden. Unter 4mg-°,, ist der Fehler in der Menge des vor- 
handenen Zuckers verhaltnismaéBig gréBer, und kleinere Werte als diese! 
sind ungenau. 

In den meisten Fallen wurden die Krebse aus dem Herz entblutet, 
indem man ein Loch in den Riickenschild bohrte und das Blut in eine 
kleine Glasschale tropfen lieB, aus der es schnell in einer graduierten 1-cem- 
Pipette abgemessen wurde. Mit besonderer Sorgfalt wurde vermieden. 
da8 der Stich zu tief gefiihrt wurde, weil sich sonst zuckerreiche F liissigkeit 
aus dem Hepatopankreas mit dem Blut mischt. In einigen Fallen wurde 
das Blut durch Abschneiden eines der distalen Segmente eines Beines ge- 
wonnen. Es wurde kein Unterschied im Zuckergehalt des Blutes aus dem 
Bein und aus dem Herzen desselben Tieres gefunden. 


Ergebnisse. 
Reduzierender Zucker bei hungernden Tieren. 

Der Gehalt des Blutes von Krebsen aus fiinf verschiedenen Arten 
an reduzierendem Zucker ist in den Tabellen I und II angegeben. Alle 
diese Tiere waren mindestens 30 Stunden ohne Futter im Aquarium 

. . oe s . 
gewesen, ehe die Bestimmungen ausgefiihrt wurden. In Uberein- 
stimmung mit den Angaben von Lim (1) zeigt das Vorhandensein von 
roten Gliedermembranen bei Carcinus maenas oft den Zustand vor der 
Hautung an, und weifbe oder durchsichtige Membranen den zwischen 
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Tabelle 1. 
Der Blutzucker von Carcinus maenas im Hunger. 
Tier Breite des A . Blut- lier Breite des Blut 
Riickenschildes Geschlecht — zucker Riickenschildes Geschlecht  zucker 
Nr. em mg Nr em mg 
l 7,0 " 5 S 6.5 C 5 
2 6.5 C 5 y 6.5 f a) 
3 6.5 fou 6 10 ,D fou 5 
4 5.0 a 5 1] 6.0 fen a) 
D 4.5 rou 5 12 6.5 fou D 
6 6.7 Q 8 13 5.5 2 5 
7 6.5 ro, 5 14 4,0 y" a) 
Tahe lle ll. 
Der Blutzucker von hungernden Krebsen anderer Arten. 
Breite des Breite des 
Art und Riieken- ‘ Blut- Art und Riicken- ; Blut- 
Nummer shilde. Geschlecht = zucke1 Nummer “e 4. 6 Gesehlecht — zueker 
ae schildes — childe 
des Tieres des Tieres 
em mg-° em mg-‘ 
Portunus Hyas 
depurator araneus 
1 5.5 fed 12 1 6.0 o 4 
2 4,5 Co 12 2 5.5 2 4 
3 4.5 2 10 3 6.0 o" 4 
4 4,0 rou 10 4 5.5 4 
i) 5,0 rou 11 5 6.0 + 
P. puber Cancer 
pagurus 
l 7,5 Oo" 6 l 11,0 o 4 
2 6.0 a" 6 2 11,0 rou 5 
3 10,0 rou 5 
4 10.0 °) 5 


den Hautungen. Die Ergebnisse lassen keinen Zusammenhang zwischen 
der Membranfarbe und dem Gehalt des Blutes an reduzierendem Zucker 
erkennen. 
von Kisch (13) bei Tieren, die 8 Tage gehungert hatten. Wenn man die 
Werte fiir die verschiedenen Arten vergleicht, so sieht man, dal die 
beiden aktivsten Arten, die schwimmenden Krese Portunus depurator 
und P. puber, die gréBten Zuckermengen in ihrem Blute haben. Dagegen 





Bei Carcinus maenas entsprechen meine Ergebnisse denen 





ist Hyas araneus ein triges Tier und hat den niedrigsten Blutzucker. 


Die 


Blutzucker und Fiitterung. 


Xesorption der Nahrungsstoffe findet bei den Dekapoden in 


den T'ubuli des Mesenteriums und des Hepatopankreas statt, die beide 


vom Blute des Haemocoels umgeben sind. 


Eine Zunahme des Zucker- 
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gehalts im Blute zu verschiedenen Zeiten nach der Fiitterung konnté 
an der Spezies Carcinus maenas nachgewiesen werden, und ein An 
wachsen des Blutzuckers bei demselben Tier nach der Fiitterung wurd 
an Cancer pagurus und in einem Falle an Carcinus maenas festgestellt 


(s. Tabellen ITI] und IV). 
Tabelle Ill. 


“Uitterung und Blutzucker bei Carcinus maenas. 





Zeit 
nach der 
Fiitterung 


Zeit ¢ Breite des 
nach der ‘ Tier Riicken- 
Fiitterung =: schildes 


Breite des 
Tier Riicken- 
schildes 


Geschlecht 
Geschlecht 


Nr em Std. mg-' Nr. em Std 
25 
24 
10 
21 
19 
63 
69 


17 


6.0 
6.5 
50 
6.0 
6.5 
6.0 
4.5 
6.0 


9.29 GO DO b+ bet 
Cra ors C 
Q. 404040 


440409 
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Tabelle 1V. 


Fiitterung und Blutzucker. 





. Breite des 

Nummer Riicken- 
und Art 

des Tieres 


Blut- 


nach der 
zucker Weitere Blutzuckerwerte 


Geschlecht | Fitterung 


schildes 


em Std mg-' 


Cancer 
paqurus 
am nachsten Tage 
am vorhergehenden Tage 
11 
) am nachsten Tage 
8 
12 ; R , 5 am nachsten Tage 
11 
Carcinus 
maenas 
1 6.5 C 3.0 36 6 am nachsten Tage 


Als Futter wurde jedem Tiere der Inhalt einer Muschel gegeben. 
Die Versuchstiere hatten vor der Fiitterung alle mindestens 30 Stunden 


gehungert. Bei Carcinus maenas wurde das Blut zu bekannter Zeit 


nach dem Beginn der Fiitterung aus dem Herzen aufgesaugt und das 
Tier, da die gesamte Blutmenge zur Ausfiihrung einer weiteren Be- 
stimmung nicht ausreichend war (mit Ausnahme des einen in Tabelle V 
angegebenen Falles), dann getétet. Bei Cancer pagurus wurde das Blut 
aus dem Bein entnommen und die Blutung dadurch zum Stehen ge- 
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bracht, daB durch einen zweiten Schnitt naher dem proximalen Gelenk 
les Gliedes Autotomie verursacht wurde; in diesen Fallen wurde das 
Tier in das Aquarium zuriickgetan, um spiter von ihm eine weitere 
Blutentnahme zu machen. Die Ungleichmabigkeit der Blutzuckerwerte 
beruht wahrscheinlich groBenteils auf der Tatsache, dab, wie fest- 
gestellt werden konnte, verschiedene Tiere verschiedene Mengen von 
dem Futter fressen. Dem Tier Nr. F 1 z. B. hingen noch Teile des 
Futters aus dem Maule, als ihm Blut entnommen wurde, und sein Blut- 
zuckerwert ist erheblich héher als die anderen auf der Tabelle. 

Die Ergebnisse bei Carcinus maenas entsprechen denen von Kisch (13), 
der ,.frische Tiere** benutzte; und es ist wahrscheinlich, daB Orr (11) frisch 
gefiitterte Exemplare von Cancer pagurus zum Versuch nahm, da meine 
Ergebnisse mit diesem Tier dann mit seinen tibereinstimmen wiirden. 


Die Wirkung von Sauerstofientzugq 


Um Sauerstoffmangel im Blut hervorzubringen, wurde ein Tier, 
das gehungert hatte, in ein MuseumsglasgefaB von ungefahr 15 Zoll 
Hohe und 12em Durchmesser, das ganz mit Seewasser gefiillt war, 
gebracht und der eingeschliffene Glasdeckel unter Wasser aufgesetzt, 
um Luftblasen auszuschlieBen. Das Glasgefi® wurde dann eine be- 
stimmte Zeit stehengelassen und darauf das Tier herausgenommen und 
ihm aus dem Bein Blut entnommen. Eine zweite Bestimmung wurde 
mit demselben Tiere gew6hnlich am nachsten Tage gemacht, wenn 
es sich von seinem schlaffen Zustande erholt hatte. 


Tahe lle Vy. 


Sauerstoffmangel im Blut und Blutzucker. 





Nummer und Art — alia Zeit der a Siat- Weitere 
der Bestimmung Geschlecht | schliebung im | zucker Blutzuckerwerte 
em Gefih in Std. | mo 
J Cancer pagurus 10 y 3.5 19 5am folgenden Tage 
2 ‘ r 11 Q 6.0 22 |6 - m 
3 a 9 rou 8,0* 15 7 2 Stunden spater 
‘a 11 2 9,0 17 5am folgenden Tage 
5 a - 10 a 10.5 37 16, 
6 Portunus puber 8 y 10,0 98 
7 Carcinus maenas 6.5 rou 6.5 42 6, 


* Luftblase im Gefib. 


Aus Tabelle V ist zu ersehen, daB die Wirkung von Sauerstoffmangel 
in einer Zunahme des Zuckergehalts des Blutes besteht. Die Tiere erholen 
sich von dem Sauerstoffentzug nach einer Nacht im Aquarium: in einem 
Falle war die Erholung 2 Stunden nach der Entfernung aus dem Glas- 
gefaB schon fast vollstandig. Simpson (18) erzielte dieselbe Wirkung bei 
verschiedenen Fischen und meinte, daB wahrend des Sauerstoffmangels 








yo 
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die Aziditat des Blutes zunahme und dab dadurch die Hydrolys: 
von ,,maskiertem* Zucker erleichtert wiirde. 


blutzucker bei Tieren in der Hdutung. 

Da Tiere, die eben ihre Schale abgeworfen haben, im allgemeinen 
von ihren Gefaihrten im Aquarium aufgefressen werden, war es nu) 
méglich, wenige Werte von Tieren zu bekommen, bei denen der Zeit- 
punkt der Hautung ungefihr bekannt war. Die dabei erhaltenen Er- 
gebnisse sind die folgenden: 

1. Bei Portunus puber. Ein Krebs, der sich waihrend der Nacht 
im Aquarium gehautet hatte, wurde am nachsten Morgen, d. h. also 
ungefihr 10 Stunden nach dem Abwerfen der Schale, herausgenommen 
und zwei Bestimmungen mit je 1 cem Blut gemacht. Es wurde ein 
Wert von 12,2 mg-% erhalten. Ein Tier mit weicher Schale, das sich 
einige Tage vor der Bestimmung gehautet hatte, gab einen Blutzucker- 
wert von weniger als 4 mg-°,. Der Wert fiir hungernde Tiere im Zu- 
stande zwischen den Hautungen war 6 mg-°®,. 

2. Bei Homarus vulgaris. Das Blut eines weiblichen, ungefahr 
14 Zoll langen Hummers, der seine Schale tiber Nacht abgeworfen hatte, 
gab einen Wert von 41 mg-°,. Ein weibliches Tier von 12 Zoll Lange, 
das sich 4 Tage vorher gehaiutet hatte, gab einen Wert von 5 mg-%,. 
Ein hartschaliges Exemplar, ein eiertragendes Weibchen von 9 Zoll 
Linge, dessen Futterzustand leider unbekannt war, gab einen Wert 
von 21 mg-%. Orr (11) gibt einen Wert von 50 mg-°, an fiir ein Tier 
5 Stunden nach der Hautung, und nur eine Spur fiir ein hartschaliges 
Exemplar. 

3. Bei Carcinus maenas. Tiere bei der Hautung kamen im Aquarium 
nicht zur Beobachtung; es wurden deshalb sieben weichschalige Exem- 
plare am Strande gesammelt und zu Blutzuckerbestimmungen ver- 
wendet. 

Die Breiten der Riickenschilde in Zentimeter und das Geschlecht 
waren die folgenden: 5,0 9, 4,0 ¢, 45, 3,0 9, 3,72, 450. In 
allen Fallen war der Wert fiir den Blutzucker kleiner als 4 mg-°%. 

Diese Ergebnisse bediirfen noch einer erheblichen Erweiterung, 
aber sie zeigen, daB sich bei den Tieren innerhalb von ein paar Stunden 
nach dem Abwerfen der Schale ein hoher Blutzuckerwert ausbildet, 
und daB spiter mit der Verdiinnung des Blutes der Blutzucker unter 
den Wert fiir das hungernde Tier fallt. Das Eindringen von Wasser 
in den Blutstrom soll nach Paul und Sharp (4) beim Hummer wahrend 
des Abwerfens der Schale beginnen; Witten (19) hat dasselbe auch bei 
Cancer pagurus gefunden. Bis nachgewiesen werden kann, daB die 
Tiere waihrend der Hautung unter Sauerstoffmangel im Blut leiden 
— was wahrscheinlich scheint, da bekanntlich die Bewegung des 
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Scaphognathits langsamer wird [E/mhirst (20)| und die Kiemen wahrend 
lieser Zeit eine doppelte Chit‘nmembran haben —, soll keine Theorie 
iber die hauptsachliche Ursache der hohen Blutzuckerwerte aufgestellt 
werden, die bei den Tieren innerhalb von ein paar Stunden nach dem 
Zeitpunkt der Hautung gefunden wurden. 


Schlubfolgerung. 

Ein Hauptpunkt, den diese Versuchsergebnisse erkennen lassen, 
sind die enormen Veranderungen, die im Blutzucker von Dekapoden 
vorkommen kénnen, ohne da’ irgendweiche irreversiblen Wirkungen 
hervorgerufen werden. Der héchste Blutzuckerwert ist ungefaihr 225°,, 
grOBer als der niedrigste Wert beim Hund und Menschen — Zahlen, die 
fiir die Saiugetiere insgesa mt typisch sind —, wahrend nach der Fiitterung 
der Blutzucker bei Carcinus maenas oft auf iiber 1000°, der Werte im 
Hungerzustand steigt und der von Cancer pagurus auf 600°, der 
niedrigsten Werte. Es ist keinerlei Regulation des hohen Blutzucker- 
spiegels weder bei den Fiitterungs- noch bei den Versuchen/mit Sauer- 
stoffentzug erkennbar, und es ist auch keine Aufrechterhaltung eines 
Mindestblutzuckerspiegels erforderlich, wie die extrem kleinen Werte 
bei den hungernden Tieren und die noch kleineren bei Tieren einige 
Tage nach der Hautung zeigen. 


Zusammenfassung. 

1. Bei hungernden Tieren von verschiedenen Dekapodenarten ist 
der Gehalt des Blutes an reduzierendem Zucker auBerordentlich gering. 

2. Die Konzentration an reduzierendem Zucker nimmt nach 
Fiitterung oder, wenn den Tieren der Sauerstoff entzogen wird, sehr 
stark zu. 

3. Es werden einige Werte fiir den Gehalt an reduzierendem 
Zucker bei Tieren zu verschiedenen Zeiten nach der Hiutung angegeben. 


Diese Arbeit wurde unter Inanspruchnahme eines Arbeitsplatzes im 
Marine Laboratory, Millport, Schottland, ausgefiihrt. 

Ich schulde aufrichtigen Dank Mr. A. P.Orr fir den Hinweis auf 
dies Arbeitsproblem, Miss 8S. Marshall fiir die Unterweisung in der Zucker- 
bestimmung und Mr. R. Elmhirst und dem Laboratoriumspersonal fiir die 
Hilfe, die sie mir beim Sammeln der Tiere leisteten. Ich hin ferner Dr. Vickers 
of Paisley fiir seine Hilfe bei der Literaturdurchsicht zu Dank verpflichtet 
und Mrs. Howlands fiir Kritik bei dieser Arbeit. 
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Kine Methode zur Herstellung von Membranen, 
Dialysierhiilsen usw. aus reiner Cellulose. 
Von 
G. Ettiseh und E. Hellriege}. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie. Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 1. Mdrz 1932.) 


Fiir Zwecke der Dialyse, Elektrodialyse und anderem mehr, werden 
meist Membranen aus Pergament oder Kollodium verwendet. Beide 
Substanzen haben den Nachteil, chemisch nicht einheitlich zu sein, 
insofern, als Pergament seiner Vorgeschichte nach oberflachlich dextri- 
nierte Cellulose ist, wahrend das Kollodium wiederum keine ein- 
heitlich nitrierte Cellulose darste ‘t. Auch Cellophan kann seiner Vor- 
geschichte nach nicht chemisch ‘in genannt werden!. Im Zusammen- 
hang mit Arbeite’ , tiber die an: lerer Stelle berichtet wird, ergab sich 
die nachfolgende Methode, Men ovranen aus chemisch reiner Cellulose 
herzustellen. 

Als Ausgangsmaterialien dienen Cellulosefasern in Gestalt von 
Ramie, Baumwolle oder Zellstoft (simtlich gebleicht und entfettet), 
reines, hellblaues Kupferhydroxyd und 15°, (8 n) Ammoniak. Zellstoff 
wird zwecks rascher Herstellung der Membran verwendet, Ramie oder 
reinste Baumwolle, wenn es auf einen einheitlichen Ausgangsstoff 
besonders ankommt. Das Kupferhydroxyd wird dargestellt tiber das 
griine basische Sulfat 7 CuO . 2 SOQ,.6 H,O*. Dieses wird mit Natron- 
lauge in der Kalte behandelt. Das so gewonnene Kupferhydroxyd 
wird griindlichst ausgewaschen und im Exsikkator getrocknet. Es ist 
nicht notwendig, zur Herstelhing der Schweizerschen Lésung hoch- 
konzentriertes, wasseriges Ammoniak zu verwenden, da sich gezeigt hat 2. 
daB sich zur Herstellung von Celluloseldsungen etwa 8n Ammoniak 
am besten eignet. 


1 Mec Bain u. Kistler, Journ. gen. Physiol. 12, 187, 1928. 
* Habermann, Monatsh. f. Chem. 5, 482, 1900. 
2 G. Ettisch u. BE. Hellriegel, die Mitteilung hieriiber erscheint demnachst. 
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Zur Anfertigung der Membran wird Zellstoff in kleine Stiicke 
zerzupft, Ramie oder Baumwolle werden kurz geschnitten und mit de 
trockenen Kupferhydroxyd innig vermengt. Von dem letztgenannt: 
verwendet man soviel, wie es dem Verhaltnis Cg: Cu = 1: 1 entsprich 
bei Ramie und Baumwolle einen Uberschu8 von einigen Prozente: 
Das Gemenge wird hierauf mit wenig wasserigem Ammoniak der a: 
gegebenen Konzentration getrankt und einige Zeit sich selbst iiber 
lassen. Es tritt allmahlich Quellung der Fasern und Bildung eine: 
hochviskosen, homogenen Masse ein. Sind keine ungelésten Fasery 
oder nur noch Spuren davon erkennbar, so wird mit Ammoniak ve 
diinnt und umgerihrt, bis eine gleichmaBige, leicht fliissige Lésung 
von 3 bis 3,5°, Cellulosegehalt erreicht ist. Alsdann wird zur Ent- 
fernung der Luftblasen zentrifugiert, wobei die Zentrifugenglaser mit 
einem Korken geschlossen werden sollen. Es ist empfehlenswert, die 
Lésung von vornherein in den Zentrifugenglisern herzustellen. Bei 
Verwendung von Zellstoff verfahrt man etwas anders. Das Gemenge 
von Zellstoff und Kupferhydroxyd wird mit so viel Ammoniak iiber 
gossen, daB die Lésung an Cellulose etwa 14- bis 15°, ig ist, bezogen aut 
das Volumen des Ammoniaks. Durch wiederholtes Umriihren mittels 
eines starken Glasstabes tritt innerhalb 1 Stunde Lésung ein. Die 
sehr viskose Masse wird mit Ammoniak aut etwa 5°, Cellulosegehalt 
verdiinnt und dann wie oben weiterbehandelt. 

Die Celluloselésung wird hierauf wie eine Kollodiumlésung auf eine 
plane, horizontalliegende Glasplatte gleichmaBig ausgegossen und an 
der Luft (Abzug) getrocknet. Das Erstarren erfolgt naturgemaiB lang- 
samer als bei einer ausgegossenen Kollodiumlésung. Wenn die Rander 
anfangen, vOllig einzutrocknen, wird die Platte zur Entfernung des 
noch in der Membran befindlichen Ammoniaks einige Zeit in Wasser 
gelegt. Hierauf bringt man sie in etwa 5°,ige Schwefelsiure. Jetzt 
lost sich das Kupfer heraus, wahrend die Membran sich gleichzeitig 
von der Platte abhebt. Nach griindlichem Auswassern mit gewohnlichem 
und destilliertem Wasser ist die Membran gebrauchsfertig. 

Will man Dialysierhiilsen herstellen, so gie8t man ein GefaB von 
der gewiinschten Form mit der Celluloselésung aus und trocknet mittels 
eines Luftstroms. Die Weiterbehandlung ist so wie die der Kollodium- 
membranen. 

Man kann auch die Cellulosemembranen, Dialysierhiilsen usw. 
genau wie die Kollodiummembranen, bei beliebigen Feuchtigkeits- 
graden, also auch in absolut trockenem Zustande verwenden. 
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Beitrige zur Biochemie des Winterschlafs. 


iber die chemischen Bestandteile der Muskeln yon winterschlafhaltenden 
Tieren. 


Von 
D. Ferdmann und 0. Feinsehmidt. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 
(Eingegangen am 4. Mdrz 1932.) 


Mit 16 Abbildungen im Text. 


Inhaltsverzeichnis. Seite 
SRG: aid dee ery Been TE: gm gl. ye a ow ar es ae ea sO 
Oe ee ee 
3. Phosphorverbindungen der willkiirlichen Muskeln. . . . . . . 69 
4. Stickstoffsubstanzen der willkiirlichen Muskeln 70 
5. Chemische Bestandteile des Herzmuskels ........ .. =. = +388 
6. Fermentative Vorginge bei Muskelbreiautolyse . . . . . . ; sv 
ee SEE Gee ee ae ee ee eee ee 


1. Einleitung. 

Der Winterschlaf der Tiere ist weit verbreitet in der Natur. Wahrend 
des Winterschlafes sind alle Funktionen des Organismus duberst ver- 
langsamt. In dieser Hinsicht sind winterschlafhaltende Tiere fiir den 
Physiologen von groBem Interesse, denn ihre Erforschung ermdéglicht 
es, der Klarung der Rolle einzelner Substanzen und der Bedeutung 
bestimmter Vorginge fiir die Lebenstitigkeit naher zu treten. 

Von diesen Voraussetzungen ausgehend, haben wir 1929 bis 1931 
eine Reihe biochemischer Untersuchungen an Winterschlafern unter- 
nommen. 

Vor allem schien es uns von Interesse, die chemischen Bestandteile 
der Muskeln winterschlafhaltender Tiere zu untersuchen. 

Valentin hat nachgewiesen, da®B wihrend des Winterschlafs bei Murmel- 
tieren der physiologische Zustand der Muskeln bedeutend verandert ist, 
und zwar geht die Kontraktion und die Erschlaffung der Muskeln sehr lang 
sam vor sich; um einen Muskeltetanus hervorzurufen, geniigt es, den Muskel 


1 Valentin, Moleschotts Unters., 27. Mitteilung, 1857-1881. 
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nur wenige Male nacheinander zu stimulieren. Beim schlafenden Tier wahrt 
nach Dubois! und Patrizi® die Muskelkontraktion und Erschlaffung dreim: 

solange wie beim Kontrolltier. Die Latenzperiode ist wahrend des Winte 

schlafes langer (Chapman*). Unter Bedingungen gleicher Stimulation und 
Selastung bilden Muskeln von Tieren, die sich im Winterschlafzustand, 
befinden, weniger Wiarme als Muskeln von Kontrolltieren. Die Arbeit 

fahigkeit ist wahrend des Winterschlafes vermindert. 

Auch die Herztatigkeit ist wahrend des Winterschlafes bedeutend 
verlangsamt. So wahrt nach Valentin’ der Blutumlauf bei einem winter 
schlafhaltenden Murmeltier 3 bis 4 Minuten, wahrend er bei einem Kaninche: 
nur 7 bis 8 Sekunden dauert. Buchanan® hat beobachtet, daB, wihrend di 
Pulsfrequenz einer Fledermaus bei 40° von 600 bis 900 pro Minute schwankt, 
sie bei 10°, als das Tier kalt und ruhig war, bis 77 pro Minute herabgesunken 
war. In neuerer Zeit haben Enders, Matthews, Taylor und Dale® in ihren 
an Murmeltieren angestellten Untersuchungen ebenfalls eine bedeutenc 
Abnahme der Frequenz der Herzkontraktionen bei niedriger Temperatut 
wihrend des Winterschlafes festgestellt. 

Es finden also wihrend des Winterschlafes tiefgehende Anderungen 
im funktionellen Zustande der willkiirlichen Muskeln und des Herz- 
muskels statt. Im Zusammenhang damit war es zu erwarten, dab 
der Gehalt an Substanzen, die eine Rolle in der Muskeldynamik 


spielen, unter diesen Bedingungen verandert ist. 
Wir haben die Phosphorverbindungen und Stickstoffsubstanzen 


der willkiirlichen Muskeln und des Herzmuskels, ferner fermentative 
Vorgange bei Muskelbreiautolyse untersucht. 


2. Versuchstiere. 


Unsere Untersuchungen haben wir an Zieselméusen (Citellus gutatus 
und Murmeltieren (Arctomys bobac.) ausgefiihrt. Die erste Lieferung 
Zieselmiuse erhielten wir im September 1929. Jede Zieselmaus kam in 
einen besonderen Glasbehalter. Als Nahrung dienten Mohrriiben und 
Hafer. Mitte Oktober, als die Temperatur im Vivarium etwa 12° war, 
begannen die Tiere dem Winterschlaf zu verfallen. Nicht alle Tiere schliefen 
gleichzeitig ein, zwei Zieselméuse, Nr. 17 und 19, sind iiberhaupt nicht i1 
den Schlafzustand iibergegangen. Zur Zeit der Schlafperiode war di 
Temperatur des Raumes 3 bis 17°. 

Eine zweite Lieferung Zieselmiuse erhielten wir im April 1930. Sie 
wurden im Vivarium des Instituts unter gleichen Bedingungen wie die 
Zieselmause der ersten Lieferung untergebracht. Ein Teil von ihnen verfie! 
schon im September bei 16 bis 17° dem Winterschlaf. 

Alle Zieselmause sind in folgende Gruppen eingeteilt worden: I. Grupp« 
Ein Teil der Tiere der ersten Lieferung (Nr. 3, 5, 8, 11, 13. 15, 16 und 25) 
wurde nach langwieriger Schlafperiode im Zustande tiefsten Schlafes getétet 


1 Dubois, Ann. d. ’Univ. Lyon 1896. 

2 Patrizi, Arch. Ital. de Biol. 21, 86, 1894. 

> Chapman, J. of Physiol. 26, 280, 1901. 

+ le. 

> Buchanan, J. of Physiol. 42, 1911. 

6 Enders, Matthews, Taylor u. Dale, Proc. of roy. Soc. 107, 750, 1930 
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Il. Gruppe. Im Herbst 1930 wurde ein Teil der Zieselmause der 
weiten Lieferung (Nr. 31, 32, 33, 34), die nur einige Tage im Schlafzustande 
verbracht hatten, untersucht. Der Schlafzustand dieser Tiere war weniger 
tief als bei Gruppe I. 

[11. Gruppe. Als Kontrolle dienten Zieselméuse der ersten Lieferung 
Nr. 21, 14, 4), die im Friithling 1930 in unserem Vivarium normal aus dem 
Winterschlaf erwacht waren und sich danach noch im Laufe von 15 bis 
20 Tagen gut erholt hatten (Nahrung Mohrriiben und Hafer). AuBerdem 
wurden als Kontrolltiere auch Zieselmause der zweiten Lieferung verwendet, 
die im Friihling gefangen waren und dann 10 bis 15 Tage in unserem Vivarium 
verbracht hatten (Nr. 28, 29, 30). 

IV. Gruppe. Um die Prozesse zu erforschen, welche wiahrend des 
Erwachens der Winterschlafer vorgehen, wurde ein Teil der Zieselméause 
Nr. 2, 20, 22, 24) aus tiefem Schlafe kiinstlich geweckt. indem sie in einem 
Thermostaten erwarmt wurden (dies dauerte ungefahr '/, Stunde), und 
dann sogleich getotet. 

Die Murmeltiere wurden im Juli 1930 gefangen. Bis September ver- 
weilten sie im zoologischen Garten und wurden dann im Vivarium des 
Instituts in Holzkafigen untergebracht. Im November verfielen sie dem 
Winterschlaf. Die Murmeltiere wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Ein 
Teil wurde nach langwieriger Schlafperiode im Zustande tiefen Schlafes 
getotet. Der zweite Teil Kontrolltiere wurde im Friihling 15 bis 
30 Tage nach dem Erwachen untersucht. Die schlafenden Tiere wurden 
taglich beobachtet, ihr Zustand, Gewicht. sowie Temperatur des Milieus 
(bei Murmeltieren auch die Kérpertemperatur) wurden registriert. 


3. Phosphorverbindungen der willkiirlichen Muskeln. 
a) Kreatinphosphorsdure. 


Unter den Phosphorverbindungen der Muskeln ist die Bedeutung 
der Kreatinphosphorsiure am meisten erforscht und geklirt. In der 
verhaltnismaBig kurzen Zeit, die seit der Entdeckung dieser Substanz 


in den Muskeln durch Fiske und Subbarow! und G. und P. Eggleton? 


verronnen ist, sind zahlreiche Untersuchungen ausgefiihrt worden, 
welche die wichtige Bedeutung der Kreatinphosphorsiure fir die 
Muskeltatigkeit erweisen. Wahrend der Muskelkontraktion zerfallt 
die Kreatinphosphorsiure in Kreatin und Phosphorsiure. Dieser 
Zerfall geht nach Meyerhof* und seinen Mitarbeitern mit einer betriicht- 
lichen Energieentwicklung einher. 

Eine Reihe experimenteller Befunde weist auf den Zusammenhang 
der Kreatinphosphorsiure mit den funktionellen Eigenschaften der 
Muskeln hin (Nachmansohn*, Ferdmann und Feinschmidt?). 


1 Fiske u. Subbarow, Science 65, 401, 1927. 

2 Eggleton u. Eggleton, Biochem. J. 21, 190, 1927. 

3 Meyerhof, diese Zeitschr. 191, 106, 1927. 

4 Nachmansohn, ebendaselbst 196, 73, 1928; 218, 262, 1929. 

5 Ferdmann u. Feinschmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 173. 1928; 
183, 261, 1929. 











70 D. Ferdmann u. O. Feinschmidt: 


Nach neuesten Befunden von Lundsgaard! kann der Muskel unt« 
gewissen kiinstlichen Bedingungen, wenn die Milchsaéurebildung dure 
Vergiftung mit Monojod- oder Monobromessigsiure gehemmt ist 
ausschlieBlich oder beinahe ausschlieBlich auf Kosten des Ze1 
falls von Kreatinphosphorsiure arbeiten. Dabei wird eine gleich 
Energiemenge frei, wie in normalen Muskeln, in denen Milchsaur 
gebildet wird. 

Es ist wahrscheinlich, daB bei der Kontraktion eines normale: 
Muskels zuerst der Kreatinphosphorsaurezerfall eintritt. Die Milch 
siurebildung tritt spater ein, und auf Kosten der wahrend der 
Milchsaurebildung frei werdenden Energie kann die Resynthese von 
Kreatinphosphorsaure verlaufen. 

Die Kreatinphosphorsaure ist also von groBber Bedeutung fiir die 
Muskeltatigkeit. Wahrend des Winterschlafs ist, wie gesagt, bei den 
Tieren die Erregbarkeit, die Kontraktionsgeschwindigkeit und die 
Leistungsfahigkeit der Muskeln herabgesetzt. Es war von Interesse 


zu erforschen, ob im Zusammenhang damit Anderungen im Kreatin 


phosphorséuregehalt der Muskeln eintreten. Auf Grund der oben 
angefiihrten Befunde war im voraus zu erwarten, daB unter diesen 
Bedingungen der Kreatinphosphorsaéuregehalt der Muskeln herab- 
gesetzt ist. 


Die Kreatinphosphorsiure wurde nach Fiske und Subbarow 
bestimmt. Die Muskeln wurden in fliissiger Luft gefroren und zer- 
kleinert. 

In Tabelle I (Spalte 5) sind unsere Befunde tiber den Kreatin- 
phosphorsaéuregehalt der Muskeln von Zieselmausen, welche sich im 
Zustande des Winterschlates befanden, wiedergegeben. 

Wenn man diese Daten mit denjenigen tiber den Kreatinphosphor- 
siuregehalt der Muskeln von Kontrolltieren vergleicht, so ist zu ersehen, 
daB der Kreatinphosphorsiuregehalt der Muskeln tatsachlich wahrend 
des Winterschlafes herabgesetzt ist. So haben wir in Muskeln von 
Kontrolltieren 0,126 bis 0,157°,, P der Kreatinphosphorsaure gefunden, 
bei winterschlafhaltenden Zieselmausen dagegen nur 0,037 bis 0,103° , 
Bei Tieren, die nur wenige Tage im Schlafzustand verbracht hatten 
(Nr. 31, 32, 33, 34), war der Kreatinphosphorsdéuregehalt der Muskeln 
ebenso niedrig wie nach langwierigem Winterschlaf. Daraus ist zu 
schlieBen, da die Anderungen im Kreatinphosphorsduregehalt de: 
Muskeln beim Einschlafen der Tiere auf einmal eintreten. 


' Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 169, 1930. 
2 Fiske u. Subbarow, J. of biol. Chem. 81, 629, 1929. 
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D. Ferdmann u. O. Feinschmiat : 


Wie aus Abb. 1 ersichtlich ist, betrug wahrend des Winterschlafe. 
von Zieselmausen die Kreatinphosphorséuremenge der Muskeln dure! 
schnittlich nur 43°, der in Muskeln von Kontrolltieren gefunden 
Menge. 





Abb. 1. 
700% 00% 
00 70 m Verminderung des Kreatinphosphor- 
siuregehalts der Muskeln wahrend des 
Winterschlafes. 
Kontrollzieselmiuse. 
= Winterschlaf haltende Ziesel- 
miiuse, 
Kontrollmurmeltiere. 
Winterschlaf haltende Murmel- 
Ld tiere 














Was die kiinstlich geweckten und gleich nach Erwachen unter 
suchten Zieselmause betrifft (Tabelle I, Nr. 20, 22, 24). so war de 
Kreatinphosphorséuregehalt ihrer Muskeln ungefahr demjenigen dei 





Muskeln von schlafenden Tieren gleich, und zwar betrug er 0,050 bis 
0,074°, P. Das weist darauf hin, daB die Wiederherstellung des normalen 
Kreatinphosphorsaiuregehalts eine gewisse Zeit erfordert. 


Tabelle Il. 


Phosphorverbindungen der Muskeln von Murmeltieren (in Prozenten de! 
Trockensubstanz). 





nicht- 


lislicher P 
a) 


P 


Datum 


P der Kreatin- 
P der 
0-Phosphor- 
shure 
Summe der 
P des 
Pyrophosphats 
P der Hexose- 
Siureléslicher 

(10 


In Siure 


Winterschlaf haltende Murmeltiere. 
13. ‘ 26,76 | 0105 0156 0,261 0119 0,047 0,567 0,836 | 0.269 
19. : 25,62 0,109 0,230 0,339 0.105 0,040 0,594 0.781. 0.187 
24. ‘ 26.05 0,088 0,215 0.303 0,087 0,061 0,669 0.822 0.153 
3. , ‘ 27.43 0,095 0,215 03810 0,095 0,042 0,584 0,798 0,214 
10. Il. 26,72 0,071 0,232 0,303 0,086 0,036 0,655 0,820 0,165 
20 : 26.35 ie 0.033 0.727 0,932 0,205 
Kontrolltiere. 
19. IV.|| & , 24,05 0,166 0,250 | 0,416 | 0,158 | 0,063 0,879 | 1,091 | 0,212 
23. IV.| 5 || 24,72 0,154 0,218 0,372 | 0,163 | 0,070 | 0,822 1.098 0,271 
a, 2 6 28,49 O83 0140 0323 O108 0.065 O.881 1.007 0126 
16. V. 7 23,08 0,182 | 0,226 0,408 0,165 — 0,817 1,090 0,273 


Bei Murmeltieren ist der Kreatinphosphorsiuregehalt der Muskeln 
wahrend des Winterschlafes ebenfalls bedeutend herabgesetzt. Wie aus 
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ien in Tabelle Il wiedergegebenen Daten ersichtlich, betrug der Kreatin- 
hosphorsduregehalt der winterschlafhaltenden Tiere 0,071 bis 0,109°, 
als P berechnet), anstatt 0,154 bis 0,183°, P bei Kontrolltieren. Durch- 
chnittlich waren in Muskeln von schlafenden Tieren 54°, der bei 
Kontrolltieren festgestellten Kreatinphosphorsiuremenge vorhanden 
\bb. 1). 


b) o-Phosphorsdure. 

Wahrend des Winterschlafes ist bei Zieselmaiusen der o-Phosphor- 
siiuregehalt der Muskeln erhéht (Tabelle I und I, Spalte 4). Da jedoch 
lie Summe des Phosphors der o- und Kreatinphosphorsdiure dabei 
beinahe unverandert bleibt (Spalte 6 der Tabelle I und JI), so ist diese 
Erhéhung der o-Phosphorsiuremenge, wenn nicht ginzlich, so doch in 
betrachtlichem MaBe auf den Kreatinphosphorsaurezerfall zuriick- 
zufiihren. 


Bei Murmeltieren traten wahrend des Winterschlafes keine Ande- 
rungen im o-Phosphorsiuregehalt der Muskeln auf. 


c) Hexrose monophosphorsdure ; 


Wie bekannt, gehért Hexosemonophosphorsiure zu den normalen 
Bestandteilen der willkiirlichen Muskeln (Kmbden und Zimmermann'). 
In neuester Zeit wurden reduzierende Phosphorverbindungen (zu 
denen die Hexosemonophosphorsaure gehért) in glatten Muskeln und 
in verschiedenen Organen und Geweben entdeckt (Feinschmidt*). 


' 

Der Hexosemonophosphorsiure wird jetzt keine energetische 
Bedeutung zugeschrieben. Auf Grund seiner Untersuchungen auBert 
Lohmann*® Zweifel dariiber, ob die Hexosemonophosphorsaure (das 
,,Lactacidogen*) wirklich unmittelbarer Bildner von Milchsaéure wihrend 
der Muskelkontraktion ist. Scheinbar ist sie nur eine intermediire 


Substanz, durch welche die Bildung von Milchsaéure aus. Glykogen 
verlauft. 


Den Hexosemonophosphorséuregehalt der Muskeln wahrend des 
Winterschlafes haben wir aus folgenden Griinden untersucht. 


Schon seit langem ist es bekannt, dai wahrend des Winterschlafes, 
dieses langdauernden physiologischen Hungerns, der Glykogenvorrat des 
tierischen Organismus erhelten bleibt. Scheinbar biiBt wahrend des Winter 
schlafes das Tier das Vermégen ein, diese wichtige Vorratssubstanz aus- 
zunutzen. Dies kann entweder davon abhangen, da®B wiahrend der Schlat- 
periode die fermentativen Eigenschaften des Muskel- und Lebergewebes 
beeintrachtigt sind, oder das Glykogen nimmt unter diesen Bedingungen 

' Embden u. Zimmermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 114, 1927. 
2 Feinschmidt, diese Zeitschr. 215, 414, 1928. 

3 Lohmann, ebendaselbst 227, 39, 1930. 
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eine Form an, die der fermentativen Einwirkung nicht zuganglich ist. Jeden 
falls ist dies eine interessante Tatsache, die Klarung erfordert. 


Im Zusammenhang damit war es von Interesse, zu untersuchen, o! 
wahrend des Winterschlafes der Gehalt der Muskeln an Hexosemono 
phosphorsdure, diesem intermediiren Produkt des Kohlenhydrat 
stoffwechsels, geaindert ist. 


Die Hexosemonophosphorsiure wurde bei Zieselmausen in it 
Trichloressigséure zerriebenen, bei Murmeltieren in in fliissiger Luft 
zerriebenen Muskeln nach Embden und Jost! bestimmt. 


In einigen Fallen haben wir bei Murmeltieren die Hexosemonophospho! 
siuremenge gleichzeitig in Muskelportionen, die in fliissiger Luft zerrieben 
waren, und in Muskelportionen, welche auf einer kalt gehaltenen Glasplatte 
mit der Schere zerkleinert wurden, bestimmt. Alle Portionen wurden dem 
M. biceps fem. entnommen. Die entsprechenden Befunde sind in Tabelle [1] 
wiedergegeben. Es erwies sich, daB die mit fliissiger Luft bearbeiteten 
Muskelportionen weniger Hexosemonophosphorsiéure enthielten als die 
jenigen, die mit der Schere zerkleinert wurden. Scheinbar findet wahrend 
der Zerkleinerung der Muskeln von Murmeltieren (schlafenden, sowie auch 
Kontrolltieren) mit der Schere eine fermentative Bildung von Hexose 
monophosphorsaure statt. 


Tabelle Ill. 


Hexosemonophosphorsauregehalt von in fliissiger Luft zerriebenen und mit 
der Schere zerkleinerten Muskeln des Murmeltieres (in Prozenten dei 
Trockensubstanz). 





P der Hexosephosphorsiure P der Hexosephosphorséure 
Ver- - 


: In fliissiger Luft’) Mit der Schere Ver- In fliissiger Luft Mit der Schere 
suchstier : 


zerriebene zerkleinerte suchstier zerriebene zerkleinerte 
Muskeln Muskeln Muskeln Muskeln 
Nr. 0 > ( Nr ‘ 


. Winterschlaf haltende Murmeltiere. Kontrolltiere. 
13 0,042 0,090 ‘ 0.063 0,086 
1 0.036 0,072 i 0,070 0,133 
2 0,033 0,072 





Wie aus Tabelle I (Spalte 8) ersichtlich, ist sogar schon bei kurz- 


dauerndem Winterschlaf von Zieselmaiusen der Hexosemonophosphor- 
séuregehalt der Muskeln bedeutend herabgesetzt. In Muskeln schlafender 
Zieselmaiuse haben wir 0,023 bis 0,048°,, P der Hexosemonophosphor- 
siure gefunden, bei Kontrolltieren (Nr. 4, 14, 21) 0,072 bis 0,075°, P. 
(Bei der zweiten Gruppe Kontrolltiere (Nr. 28, 29, 30) wurden fiir Hexose- 
monophosphorséurebestimmungen die Muskeln der hinteren Extremitat 


verwendet, die in fliissiger Luft gefroren und dann zerrieben wurden; 
hier wurden héhere Daten erhalten. Die Daten sind in Klammern 


1 Embden u. Jost, Zeitschr. f. phys. Chem. 179, 24, 1928. 
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genommen.) Durchschnittlich betragt in der Schlafperiode der Hexose- 
onophosphorsauregehalt der Muskeln 45°, des Gehalts dieser Sub- 
tanz bei Kontrolltieren (Abb. 2). 


Abb. 2. 
Verminderung des Hexosemono- 
phosphorsiuregehalts der Muskeln 
Wihrend des Winterschlafes. 

a Kontrollzieselmause. 
Wintersehlaf haltende Ziesel- 
miuse 

oO Kontrollmurmeltiere 
g El = Winterschlaf haltende Murmel- 


tiere 














In gleicher Weise ist auch bei winterschlafhaltenden Murmeltieren 
der Hexosemonophosphorsaéuregehalt der Muskeln vermindert (Ta- 
belle Il). Die Menge dieser Substanz betrug 0,033 bis 0,061°,, P bei 
schlafenden Tieren und 0,063 bis 0,070°,, P bei Kontrolltieren. Durch- 
schnittlich ergibt dies bei schlafenden Tieren 65°, der bei Kontroll- 


tieren gefundenen Menge (Abb. 2). 


d) Pyrophosphatgehalt der Muskeln wahrend des Winterschlafes. 


Pyrophosphorséure wurde in Muskeln 1928 von Lohmann! entdeckt. 
Nach neuesten Befunden, die gleichzeitig und voneinander unabhiangig 
von Lohmann? und Fiske® erhalten worden sind, ist ein betrachtlicher Teil, 
wenn nicht die gesamte in Muskeln vorhandene Pyrophosphorsiéure an 
\denylsiure als Adenylpyrophosphorsaéure gebunden. 


Es gibt bis jetzt noch keine Methode, die es erméglichen wiirde, 
in kleinen Muskelportionen gesondert gebundene und ungebundene 


Pyrophosphorséure zu bestimmen, deswegen k6nnen wir nur_ ihre 


Gesamtmenge beurteilen. 


Untersuchungen von Embden* und Parnas® und ihren Mitarbeitern 
haben erwiesen, daB wiaihrend der Muskelkontraktion eine Desaminierung 
von Adenylpyrophosphorséiure unter Bildung von Inosinpyrophosphor- 
siure vorgeht, wahrend der Restitution dagegen findet eine Reaminierung 
der letzteren statt. Aber auBer der Ammoniakabspaltung kann auch eine 
Pyrophosphatabspaltung auftreten. So wird wihrend der Hydrolyse eines 
Muskelextraktes in n HCl-Lésung bei 100° in 7 Minuten die vorhandene 
Pyrophosphorsaéure abgespalten, gleichzeitig zerfailt sie in ¢-Phosphorsaéure 
(darauf ist die Methodik zur Bestimmung von Pyrophosphorséure ge 
griindet). Eine derartige o-Phosphorsaéureabspaltung von dem Pyrophosphat 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466, 1928. 
2 Derselbe, Naturwiss. 17, 624, 1929. 
3 Fiske, Science 70, 381, 1929. 
Embden u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. phys. Chem. 179, 1928. 
5 Parnas, diese Zeitschr. 228, 366, 1930. 
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geht nach Lohmann! wihrend der Muskelstarre, nach Ferdmann? wahre: 
der Muskelautolyse und bei starker Muskeltatigkeit vor sich. 

Wenn die Bedeutung der bei Muskeltatigkeit auftretenden De 
aminierung des Adenylpyrophosphats gewissermaben geklart scheint 
so kann man dieses nicht von der Rolle des Pyrophosphats, das ein 
Bestandteil des Adenylpyrophosphats ist, behaupten®. 

Unsere Untersuchungen tiber den Pyrophosphatgehalt der Muskeln 
von Zieselmausen (‘Tabelle I) haben erwiesen, daB wihrend des Winte: 
schlafes der Gehalt dieser Substanz herabgesetzt ist, und zwar betrug 
er bei Kontrolltieren 0,105 bis 0,145°,, bei im Zustande tiefen Schlafes 
untersuchten 0,052 bis 0,116°,.  Daraus ist zu schlieBen, daB woh! 
auch der Adenylpyrophosphatgehalt der Muskeln waihrend des Winte1 
schlafes vermindert ist. Bei Zieselmausen, die nur kurze Zeit im Winter- 
schlafzustand verbracht hatten (Nr. 31, 32, 33, 34), war der Pyro- 
phosphorsiuregehalt der Muskeln normal oder nur in geringem Mabe 
herabgesetzt. Die Verminderung des Pyrophosphatgehalts der Muskeln 
tritt also wahrend des Winterschlafes nicht auf einmal, sondern al! 
mahlich ein. 

Bei langdauerndem Winterschlaf betrug die Pyrophosphat menge ir 
Muskeln von Zieselméusen durchschnittlich 65°, der bei den Kontroll- 
tieren gefundenen Menge (Abb. 3). Die Wiederherstellung des normalen 
Pyrophosphatgehalts der Muskeln erfordert eine gewisse Zeit ; bei eben 
erwachten Zieselmausen ist der Pyrophosphatgehalt der Muskeln dem 
bei langem Winterschlaf gefundenen gleich. 


20% M0 Abb. 3 
% Verminderung des Pyrophosphats de 

Muskeln wihrend des Winterschlafes 
65% Kontrollzieselmiiuse. 
& Winterschlaf haltende Ziesel- 

miiuse 
1 Kontrollmurmeltiere. 
is Winterschlaf haltende Murmel- 
id kad tiere. 














Aus den in Tabelle IT wiedergegebenen Daten geht hervor, dal 
auch bei Murmeltieren wahrend des Winterschlafs der Pyrophosphat- 
gehalt der Muskeln vermindert ist (0,086 bis 0,119°,, P bei schlafenden, 
0,108 bis 0,165°, bei, Kontrolltieren). Durchschnittlich betrug bei 
schlafenden Murmeltieren die Pyrophosphat menge 66° , der bei Kentroll- 
tieren gefundenen Menge (Abb. 3). 


! Lohmann, diese Zeitschr. 208, 164, 1928. 

2 Ferdmann, Zeitschr. f. phys. Chem. 187, 160, 1930. 

3 Die Ergebnisse der neuesten Untersuchungen von Meyerhof u 
Lohmann weisen auf eine energetische Bedeutung des Adenylpyrophosphat 
zerfalls hin (Naturwiss. H. 26, 1931). 
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e) Sdure léslicher Phosphor. 


Wie bekannt, gehéren zur Fraktion ,,siureléslicher Phosphor” 


Phosphorsiéure, Kreatinphosphorsiure, Adenylpyrophosphorsaure, 
Hexosemonophosphorsiure und noch unbekannte Phosphorverbin- 
dungen. 

Aus der Tabelle I ist ersichtlich, dafS wahrend des Winterschlafs 
schon von den ersten Tagen an die Menge des séureléslichen Phosphors 
in den Muskeln von Zieselmausen bedeutend vermindert ist, und zwar 
haben wir in Muskeln winterschlafhaltender Zieselmause 0,446 bis 
0.720°, P dieser Fraktion gefunden, bei Kontrolltieren dagegen 0,785 
bis 1,030°, P. Die Menge saureléslichen Phosphors betragt bei 
schlafenden Zieselméusen durchschnittlich 66°, der bei Kontroll- 
tieren gefundenen. 

Bei Murmeltieren ist der Gehalt dieser Fraktion in den Muskeln 
wibrend des Winterschlafes ebenfalls bedeutend herabgesetzt, und zwar 
betrug er in unseren Versuchen bei schlafenden Murmeltieren 0,567 
bis 0,727°,, P, bei Kontrolltieren 0,817 bis 0,881°, P. Durchschnittlich 
ergibt dies bei schlafenden Murmeltieren 74°, der bei Kontrolltieren 
gefundenen Menge. 

Die Verminderung der Menge des séureléslichen Phosphoes in den 
Muskeln von winterschlafhaltenden Zieselmausen und Murmeltieren 
ist, wie aus unseren Befunden ersichtlich, nicht nur auf die Anderungen 
im Gehalt von Hexosemonophosphorsiure und Pyrophosphat (bei 
Murmeltieren auch der Summe von o- und Kreatinphosphorsaure) 
zuruckzufiihren. AuBer diesen Substanzen ist noch der Gehalt anderer, 
jetzt noch unbekannter Phosphorverbindungen dieser Fraktion wahrend 
des Winterschlafes vermindert. 

Um zu erforschen, ob nicht auch qualitative Anderungen in den 
Phosphorverbindungen der Muskeln von winterschlafhaltenden Tieren 


Tabelle IV. 


H, PO,-Abspaltung wihrend der Hydrolyse des eiweiBfreien Muskelextraktes 
von Murmeltieren in n HCl bei 100°. 





Ver- P-Gehalt nach Hydrolyse in HCl 
Datum suchs- P der H; PO, bei 100 
tier 
' 
1931 Nr. " 7° 3 60’ 120’ 180 


Winterschlaf haltende Murmeltiere. 
0,074 0.110 O113 O115 0,122 0,126 0,152 
0,083 0.119 01238 0130 0138 0143 0.180 
0,084 0.121 0.125 0145 0150 0,159 0.199 


Kontrolltiere. 


0,080 0116 | 0,183 | 0133 0137 0,142 0,200 
0,091 0,126 0,182 0142 0,142 0,150 0,202 
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auftreten, haben wir die Geschwindigkeit der hydrolytischen | 
spaltung von H,PQ, aus saureléslichen Phosphorverbindungen i: 
eiweiBfreien Filtrat von Muskeln schlafender und Kontrollmurmeltiere:, 
nach Lohmann in n HCI bei 100° untersucht (Tabelle 1V). Wie bekannt 
sind die Spaltungskurven fiir die einzelnen Verbindungen typisch, u: 
sie ermdglichen es daher, gewissermafBen iiber das Vorhandense 
entsprechender Verbindungen zu urteilen. 


Pmg % 





Abb. 4 
P-Abspaltung bei Hydrolyse des eiweif- 
freien Muskelextraktes in HCl bei 100°, 
I Kontrolltier (Nr. 5, Tabelle V). 


I] Winterschlaf haltende Tiere 
(Nr 4, Tabelle V) 











07 30 60 720 Min 760 


Wie aus Abb. 4 ersichtlich ist, verlauten die Spaltungskurven im 
eiweibfreien Filtrat der Muskeln von winterschlafhaltenden Murmel- 
tieren und von Kontrolltieren gleichartig. Dies berechtigt uns einiger- 
maBen zu der SchluBfolgerung, da8 waihrend des Winterschlafes wahr- 


scheinlich keine qualitativen Anderungen in den Phosphorverbindungen 
der Muskeln von Murmeltieren stattfinden. Jedoch ist selbst verstandlich 
diese Frage dadurch nicht endgiiltig geklart. 


f) Gesamtphosphor. 


Bei winterschlafhaltenden Zieselmiusen betrigt der Gesamt- 
phosphorgehalt der Muskeln 0,781 bis 1,000°, P (Tabelle I, Spalte 10), 


700% = 190% nmr 
Verminderung des Gesamtphosphor- 
ow gehalts der Muskeln wihrend des 
| 7796 Wintersehlafes. 


oO - Kontrollzieselmause. 

== Winterschlaf haltende Ziesel- 
miiuse. 

a Kontrollmurmeltiere 

3 Winterschlaf haltende Murmel- 
tiere. 


~~ Of 
6970 














bei Kontrolltieren 1,144 bis 1,335°, P. Durchschnittlich ergibt dies 
fiir schlafende Zieselmaiuse 69°, der bei Kontrolltieren gefundenen 


Gesamtphosphormenge (Abb. 5). 
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Bei winterschlafhaltenden Murmeltieren ist der Gesamtphosphor- 
vehalt der Muskeln im Vergleich zu Kontrolltieren ebenfalls herabgesetzt 
0,781 bis 0,932 °, P bzw. 1,007 bis 1,093 °,, P). Dies ergibt beischlatenden 
Murmeltieren durchschnittlich 77°, der bei Kontrolltieren gefundenen 
Menge (Abb. 5). 


g) In Sdure nichtloslicher Phosphor. 


Der Gehalt der Fraktion an in Saure nichtléslichen Phosphor- 
verbindungen, die nach Sorg! hauptsiachlich aus Phosphatiden besteht, 
bleibt, wie aus unseren Befunden hervorgeht, wahrend des Winter- 
schlafs in den Muskeln von Zieselméiusen und Murmeltieren  un- 
verandert. 


4. Stickstoffsubstanzen der willkiirlichen Muskeln. 


Wahrend des Winterschlafs gehen, wie Nagai? erwiesen hat, 
vewisse Anderungen im Stickstoffwechsel des Organismus vor. Und 
zwar nimmt in der Schlafperiode die Harnstoff- und Ammoniak- 
ausscheidung ab, gleichzeitig wachst die Ausscheidung von Amino- 
siuren dabei an. Dies weist darauf hin, daB die Desaminierung der 
Aminoséuren wahrend des Winterschlafes verlangsamt ist. 


Im Zusammenhang damit schien es uns von Interesse, zu erforschen, 


ob wahrend des Winterschlafes Anderungen in den Stickstoffsubstanzen 


der Muskeln auftreten. 


Wir haben den Gesamtstickstoff-, Reststickstoff- und Kreatin- 
gehalt der Muskeln von winterschlafhaltenden Tieren untersucht. 


a) Kreatin. 


Unter den Untersuchungen, die der Erforschung des’ Kreatin- 
stoffwechsels gewidmet sind, nehmen Arbeiten tiber die Rolle und 
Bedeutung des Kreatins bei der Muskeltitigkeit eine hervorragende 


Stelle ein. 


Bis zur letzten Zeit war cie Meinung verbreitet,. da® die Bildung von 
Kreatin in Muskeln mit der Muskeltatigkeit zusammenhangt. Es ist hervor- 
zuheben, da®B die Befunde experimenteller Untersuchungen sich nicht 
immer zugunsten dieser Meinung erwiesen. So z. B. fanden Mellanhy® 
Palladin und Ferdmann* bei langdauernd tetanischer Muskelkontraktion 
keine Erhéhung des Kreatingehaltes. 


Sorg, Zeitschr. f. Physiol. Chem. 182. 97, 1929. 

Nagai, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 9, 243, 1909. 

Mellanby, J. of Physiol. 36, 447, 1908. 

Palladin u. Ferdmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 174, 284, 192s. 
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Der Ansicht Pekelharings und Hoogenhuyzes', daB die Kreatinbildu 
im Muskel mit seiner tonischen Tatigkeit zusarmenhangt, widersprech 
Untersuchungen von Riesser® und seinen Mitarbeitern. 

Die Frage, ob Kreatin in der Dynamik der Muskelkontraktion ei: 
tolle spielt, oder es als Endprodukt des Stickstoffwechsels des Musk« 
gewebes anzusehen ist, wurde gr6GBtenteils im AnschluB an die En 
deckung von Fiske und Subbarow® und P. und G. Eggleton* geklart 
Zurzeit ist die Rolle des an Phosphorsaure gebundenen Teiles des Musk: 
kreatins geniigend erforscht; was jedoch das an Phosphorsdure nic! 
gebundene Kreatin betrifft, so ist tiber die Bedeutung fiir die Musk 
tatigkeit fast gar nichts bekannt. Dies veranlaBte uns, parallel mit 
den Untersuchungen iiber den EinfluB des Winterschlafes auf « 
Kreatinphosphorsauregehalt der Muskeln auch den Gesamtkreati: 


gehalt der Muskeln wahrend der Schlafperiode zu untersuchen. 

Untersuchungen iiber den Gesamtkreatingehalt der Muske! 
wahrend des Winterschlafes sind auBerdem im folgenden Zusammenhanyg 
von Interesse. Wie bekannt, ist die Kreatinbildung im Muskel mit 
dem endogenen Eiweibstoffwechsel verbunden Wenn der Zerfa 
von MuskeleiweiB erhéht ist, ist der Kreatingehalt der Muskeln a 
Regel erhéht. So haben zahlreiche Untersuchungen tuber den Einfh 
des Hungerns auf den Kreatinstoffwechsel erwiesen, daB wahrend cde 
Hungerns der Kreatingehalt der Muskeln erhGht ist. Ein winterschlat 
haltendes Tier nimmt dauernd keine Nahrung zu sich, es hungert als 
Jedoch ist dies ein eigentiimliches Hungern, die Vorrate werden dahe 
auBerordentlich sparsam verbraucht. 

Es schien uns von Interesse, zu erforschen, welchen EinfluB diese 
eigentiimliche Hungern auf den Kreatingehalt der Muskeln ausiil 
also wie der endogene Eiweibstoffwechsel der Muskeln wahrend 
Winterschlafes verlauft. 

Kreatin wurde nach der Methode 
Muskelportionen (250 bis 300 mg), 
hinteren Extremitat entnommen wurden, 

Die Ergebnisse unserer an Zieselmausen angestellten 


Vie ersichtlich, ist wahrend 


sind in Tabelle V wiedergegeben \ 


schlafes von Zieselmausen der Kreatingehalt ihrer Muskeln 
herabgesetzt. Bei Zieselmausen. die wahrend einer langen Period 
Schlafzustande waren, betrug der Kreatingehalt der Muskeln 1.05 } 


der Trockensubstanz, bei Kontrolitieren dagegen 1.75 bis 1.94 


kelharing u. Hoogenhuyze, Zeitschr. f. phys. Chem 
Handb. d. norm. u. pathol. Phys. 8, 192. 192 
Subbarow, 1. c. 
lie. 
Zeitschr. f. physiol Chem. 86. 415. 1913 
diese Zeitschr. 133, 91. 1922. 
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Abb. 6). 


ies Winterschlafes betragt der 


‘ehalts in Muskeln von Kontrolltieren 


Tabelle 


V. 


Stickstoffhaltige Substanzen der Muskeln von Zieselmausen 


ad 





(in Prozenten der Trockensubstanz). 
1 2 f 7 8 ) 
= = Ss z 7 ie z 
Datum S == = " an = = Bemerk 
- a = = - = - 
. Z “2 
Nr 
9. XII. 1929 16 80.47 1.05 0,336 0,651 0.315 11,40 l 
25. XII. 1929 25 31,02 1.29 0413 0.742 0,329 11,80 
15. 1.19380 8 2804 140 0448 0,714 0,266 12,90 | g 
18. 1.1930 18 39,02 1,26 0,404 0,693 0,289) 12,10 (!sentat de 
21. 1.19380 3 $31.05 1.21 0388 0.755 0,367 13,60 wr 
4. ILI. 1930 15 2990 118 0,379 0,669 0,210 11,90 
10. IX. 1930 31 31.05 1,32 0,423 1,036 0,613 11,16 
12. IX. 1930 32 98.20 1.66 0,532 1,252 0,720 13,12 | Schliet a 
26. IX. 1930 33 27,01 1.98 0.650 0,952 0,392 13,11 | venig 
0. IN. 1930 3 39.03 1.47 0.471 OS807 0.336 12.50 
23. XII. 1929 2 30.96 1,382 | 0420 0,787 0,367 11,5 
96. I. 1930 90 28.42 1.40 0448 0,634 0,186 12.5 | Kiins 
8. IT. 1930 24 28,18 1,43 0,458 0,965 0,507 12,1 | W 
13. II. 1930 22 98.35 1.35 0.433 0,961 0,528 124 
4. IV. 1939 21 94.78 1,82 0.583 1.28 0.697 124 | 
7. 1V.1980 14 | 2533 1,75 0.561 1,27 0,709 12,7 we 
13 1V.1930 4 2554 194 0621 125 0629 125 | 
226% 
Kreatin-N \Rest Abb. 6. 
Durchschnittsgehalt von Kreatin-N und 
L70¢ Rest-N in Muskeln von winterschlaf- 
0.588 % haltenden und Kontrollzieselmiusen 
0.394 Winterschlaf. 
0 = Kontrolle. 
Bei Murmeltieren gelang es uns nicht, gleichwertige Befunde zu 
erhalten. Wie aus Tabelle VI ersichtlich, bleibt wahrend des Winter- 


schlafes von Murmeltieren der Kreatingehalt der Muskeln fast un- 


verandert. 
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Tabelle VI. 


Stickstoffhaltige Substanzen der Muskeln von Murmeltieren (in Prozente: 
der Trockensubstanz). 





2 3 4 

Versuchs- Trocken- ; ’ 

Datum tier substanz Gesamt-N Rest-N 
1931 Nr. 9 %o %o 


Winterschlaf haltende Murmeltiere. 
26,76 12,39 
25,62 12,93 
26,05 12,30 
27,43 11,86 
26,72 11,61 
26,23 12,80 


Kontrolltiere. 
3 24,05 11,83 
) 


5 24,71 12,14 
6 23,49 13,10 
7 23,08 12,60 


b) Reststickstoff und Gesamtstickstoff. 

Fir Reststickstoffbestimmungen wurden in fliissiger Luft gefrorene 
Muskelstiickchen in einem Porzellanmérser zerrieben. Das Muskelpulver 
wurde in ein mit 10 ccm einer 5°, igen Trichloressigsiurel6sung in 1”, HC! 
beschicktes und verkorkt vorgewogenes Erlenmeyer-Kolbchen versenkt. 
Nach griindlichem Durchmischen wurde die Muskelmenge durch eine zweite 
Wagung bestimmt. Das Gemisch wurde iiber Nacht stehengelassen, dann 
filtriert, ein aliquoter Teil des Filtrats mit Schwefelsiure verascht und 
schlieBlich der Stickstoff mittels des Mikro-Pregl-Verfahrens bestimmt. 

Zwecks Gesamtstickstoffbestimmung wurden Muskelstiickchen — in 
Kjeldahl-Kélbchen mit Schwefelsiure verascht, quantitativ in MeBkolben 
von 50 cem iiberfiihrt und in einem Teil des Filtrats Stickstoff nach Preg/ 
bestimmt. 

Bei Zieselmausen ist, wie aus Tabelle V ersichtlich, wahrend des 
Winterschlafes auch der Reststickstoffgehalt bedeutend herabgesetzt. 
Bei langdauerndem Schlafzustande fanden wir in den Muskeln 0,651 bis 
0,755°,, Reststickstoff, bei Kontrolltieren 1,25 bis 1,28°,. Der Rest- 
stickstoffgehalt der Muskeln schlafender Zieselmause betragt 55°, des 
Gehalts in Muskeln von Kontrolltieren (Abb. 6). 

Die Herabsetzung des Reststickstoffs der Muskeln wahrend des 
Winterschlafes kann nicht ganzlich durch die von uns unter diesen 
Bedingungen beobachtete Abnahme des Kreatinstickstoffgehalts, der, 
wie bekannt, einen betrachtlichen Teil des Reststickstoffs ausmacht, 
erklart werden. 

Wenn man von der Gesamt menge des Reststickstoffs den Stickstof! 
des Kreatins abzieht, so erhalt man die gesamte Stickstoffmenge 
aller tbrigen nichteiweiBartigen, stickstoffhaltigen Substanzen des 
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\uskels (Karnosin, Karnitin, Purine, Aminosiuren usw.). Aus den 
ibellen ist ersichtlich, dafs wahrend des Winterschlafes von Ziesel- 
niusen die Summe dieser Stickstoffsubstanzen in den Muskeln 
betrachtlich herabgesetzt ist. Die betreffenden Daten fiir winter- 
lafhaltende Tiere sind 0,210 bis 0,367°, des Stickstoffs der 
Reststickstofffraktion ohne Kreatinstickstoff, fiir Kontrolltiere dagegen 
0,629 bis 0,709°,. Der Stickstoffgehalt dieser Substanzen betragt bei 
<chlafenden Zieselmausen 43°, der Menge in den Muskeln von 
Kontrolltieren. 

Unsere Untersuchungen erméglichen es selbstverstandlich nicht 
zu sagen, auf Kosten welcher von diesen Stickstoffsubstanzen der 
Reststickstoffgehalt wahrend des Winterschlafes herabgesetzt ist. 
Jedenfalls weist diese Verminderung des Reststickstoffgehalts des 
Muskels darauf bin, daB waihrend des Winterschlafes von Zieselméusen 
der Stickstoffwechsel der Muskeln herabgesetzt ist. Die Verminderung 
des Gehalts der Muskeln an Stickstoffsubstanzen geht wahrend des 
Winterschlafes allmahlich vor sich. Dies ist zu ersehen, wena man die 
Daten fiir lange und kurze Schlatperioden vergleicht (Tabelle V). 

Beim Erwachen der Zieselmaus (kiinstlich durch Erwairmen geweckt 
und getétet) wachst der Reststickstoffgehalt der Muskeln sogleich an. 
Da der Kreatingehalt der Muskeln dabei unverandert bleibt, so ist 
dieser Befund durch den Anstieg einer oder einiger anderer Stickstoff- 
substanzen bedingt. 

Bei Murmeltieren bleibt, wie aus Tabelle VI ersichtlich, wahrend 
des Winterschlafes der Reststickstoftgehalt der Muskeln unverandert. 

Die Ursache des von uns beobachteten verschiedenen Einflusses, 
den der Winterschlaf auf die Stickstoffsubstanzen der Muskeln von 
Zieselmaiusen und Murmeitieren austibt, muB wahrscheinlich auf biolo- 
gische Unterschiede dieser Tiere zurtickgeftihrt werden. 

Was den Gesamtstickstoffgehalt der Muskeln betrifft, so bleibt er, 
wie unsere Untersuchungen erwiesen haben, wahrend des Winterschlafes 
bei Zieselmausen und Murmeltieren unverandert. 


5. Chemische Bestandteile des Herzmuskels. 

Der Chemismus der Herztatigkeit ist noch wenig erforscht. Unter- 
suchungen aus neuerer Zeit haben Licht auf die chemische Zusammen- 
setzung des Herzmuskels geworfen. So haben Ferdmann und Fein- 
schmidt! bewiesen, daB im Herzmuskel Kreatinphosphorsaure vorhanden 
ist. Nach Martino® ist Kreatinphosphorsiure im Herzmuskel nicht 
gleichmaBig verteilt ; Ventrikel und Apex sind reicher an dieser Substanz. 


1 Ferdmann u. Feinschmidt, Zeitschr. f. phys. Chem. 178, 174, 1928 


2 Martino, Ber. tiber die ges. Physiologie 45, 808, 1928. 


6 * 
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Der Kreatinphosphorsduregehalt des Herzmuskels ist im Vergleich 
dem der willkiirlichen Muskeln gering. Weitere Untersuchungen halx 
als chemische Bestandteile des Herzmuskels Pyrophosphat (Lohmann 
reduzierende Phosphorverbindungen (Feinschmidt*) und Adenylsiu 
(Pohle®) erwiesen. Der Herzmuskel ist reich an Phosphatiden. Nach 
Sorg* besteht die Fraktion — in Saure unléslicher Phosphor — des 
Herzmuskels ausschlieBlich aus Phosphatiden. Die Bedeutung de: 
einzelnen Substanzen fiir die Tatigkeit des Herzmuskels bleibt noc! 
ungeklirt. Unserer Meinung nach kénnen Versuche iiber Anderunge: 
in chemischen Bestandteilen des Herzmuskels von Winterschlafern 
wahrend der Schlatperiode, in der, wie gesagt, die Herztatigkeit be- 
deutend herabgesetzt ist, zur Klaérung der Frage tiber die Rolle einzelne: 
Substanzen fiir die Herztatigkeit beitragen. 


Unsere Untersuchungen haben wir an Zieselmaiusen und Murme!- 
tieren ausgefiihrt. Im Herzmuskel der Zieselngause wurden 1. die Summe 
von priaformierter Phosphorsiure und Phosphorsiure der Kreatin- 
phosphorsdure, 2. die Fraktion saureléslicher Phosphorverbindungen, 
3. Gesamtphosphor, 4. Reststickstoff, 5. Gesamtstickstoff bestimmt. 
Im Herzmuskel der Murmeltiere wurden aufberdem Pyrophosphat, 


reduzierende Phosphorsiureverbindungen und Trockensubstanz  be- 
stimmt. 
Ve rsuchsanordnung. 


Der Herzmuskel wurde so schnell wie méglich entnommen und ver- 
arbeitet. Gesamtphosphor und Gesamtstickstoff wurden in kleinen (150 
bis 200 mg), von Apex entnommenen und mit Hilfe der Torsionswaage al- 
gewogenen Portionen bestimmt. Bei Zieselmausen wurde der iibrige T: 
des Herzmuskels mit der Torsionswaage gewogen und im Porzellanmdorse! 
in einer 5°. igen Trichloressigséurel6sung mit Quarzsand zerdriickt. Muske! 
brei mit der Fliissigkeit wurde in ein Erlenmeyer-Kélbchen iibertragen, 
iber Nacht verkorkt stehengelassen und dann filtriert. Im Filtrat wurde: 
o-Phosphorsiure (als Summe der praformierten und von der Kreatir 
phosphorséiure abgespaltener’ Phosphorsdure), die Fraktion der saure- 
léslichen Phosphorverbindungen und Reststickstoff bestimmt. 

Der Herzmuskel des Murmeltieres wurde auf einer kalt gehaltenen 
(auf Eis mit Salz) Glasplatte mit der Schere zerkleinert. Etwa 3g des 
Breies wurden in ein verkorkt vorgewogenes Erlenme yer-Kolbchen versenkt 
welches 30 cem einer 5°,igen Trichloressigsaurelésung in 1°, HCl enthielt 
Das Gewicht des Breies wurde durch nochmalige Wagung ermittelt. Ar 
nachsten Tage wurde filtriert. Im Filtrat wurden Phosphorverbindunge: 
und Reststickstoff bestimmt. AuBerdem wurde die Hydrolysekurve det 
organischen Phosphorverbindungen in HCl bei 100° erforscht. Alle Ti 


1 Lohmann, 1. e. 


2 Feinschmidt, 1. ce. 
Pohle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 261, 1928. 
' Sorg, ebendaselbst 182, 97, 1929. 
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immungen sind in gleicher Weise, wie fiir die Versuche an willkiirlichen 
fuskeln beschrieben wurde, ausgefiihrt worden. 


Phosphorverbindungen. 
Zieselmause. 

Die Ergebnisse unserer Versuche tiber die chemischen Bestandteile 
les Herzmuskels von Zieselmausen sind in Tabelle VII wiedergegeben. 
Die Daten sind in Prozenten der frischen Substanz angefiihrt, da die 
inbedeutende GréBe des Herzens es nicht zulieB, noch Trockensubstanz- 
bestimmungen auszutihren. 


Tabelle VII. 


Chemische Bestandteile des Herzens von Zieselmausen (in Prozenten der 
frischen Substanz). 





- 


P 


Datum 
Bemerkungen 


Sdurelislicher 


0,079 0,114 0,035 0,289 0,175 3,33 0,200 
0,049 0,118 9,069 0,263 0,145 : 0,263 
0.048 0.129 0,081 0.236 0.107 : 0.248 —— 
0,054 0.118 0,064 0,264 0,146 38,22 0,241 langem 


Winterschlaf 


P ai ie lie: Bh . in tiefer 
0,048 0,108 0,070 0.275 O57 ; 230 Sebintenatendi 


0.048 0,115 0,057 0,286 0,181 2,5 127 getitet 
0,047 O118 0,071 0,275 0,167 3,36 237 
9.950 0,129 0,079 0.268 0,139 2, 200 





0,058 0.115 0.057 0.240 0125 3.2 0,288 
nF 0,057 0,123 6,066 0,268 0,145 3,2! 256 | Sehliefen nur 
Xx. ; 0,951 0119 0,968 0,252 0,133 ¢ 223 { wenige Tage 
> 0,057 0,123 0,066 0.252 0,129 3,2! 279 | 


i 0,075 0,108 0,083 0,262 0,154 2, 186 Kiinstlich 
IT. . 22 0.064 0.119 0,055 0,265 0,146 § 140 geweckt und 
II. 0,071 0,125 0,054 0,279 0,154 2,8) ,222 t 


| See 0,115 O181 0,066 0,345 0164 0,224 
~~. . « 0.094 0.160 0.066 0.329 0.169 2.99 0.260 
ae 0,104 0,160 0,056 0.312 0,152 2,72 0,192 


Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, ist wihrend des Winterschlafes 
schon von den ersten Tagen an (Zieselmause Nr. 31, 32, 33 und 34) 
der o-Phosphorséuregehalt (Summe praformierter und von Kreatin- 


phosphorsaure abgespaltener H,PO,) bedeutend herabgesetzt (Spalte 3 
der Tabelle VII). Bei im Winterschlafzustande getéteten Zieselmausen 
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wurde im Herzmuskel 0,047 bis 0,079°,, P, bei Kontrolltieren dageg: 
0,094 bis 0,115°, P gefunden. Durchschnittlich betraigt der Phosphor- 
siuregehalt des Herzmuskels von schlafenden Zieselmausen nur 51 


desjenigen von Kontrolltieren (s. Abb. 7 


347% 
= 


Saure - 

(OsHich. P 

3719% Abb. 7 

NN Durehschnittlicher Gehalt des Herz- 

muskels von winterschlafhaltenden 
und Kontrollzieselméusen. 


oO == Kontrolle. 


NY Winterschlaf 























Beim Erwachen der Zieselmaus (kiinstlich durch Erwarmen ge- 
weckte und sogleich untersuchte Tiere Nr. 20, 22, 24) nimmt, wie 
ersichtlich, der Gehalt an o-Phosphorsaure sogleich zu. Der Gehalt des 
Herzmuskels an sdureléslichem Phosphor ist wihrend des Winterschlafs 
der Zieselmaus herabgesetzt, und zwar fanden wir bei schlafenden 
Tieren 0,105 bis 0,129°,, P dieser Fraktion anstatt 0,160 bis 0,181°, P 
bei Kontrolltieren (Spalte 4). 

Wir haben die einzelnen Verbindungen, aus denen die Fraktion 
des siureléslichen Phosphors besteht, nicht bestimmt. Wenn man jedoch 
vom Gesamtgehalt dieser Fraktion den Phosphor der praformierten 
o- und der Kreatinphosphorsiure abzieht, so kann man noch eine 
Kraktion erhalten. Diese Fraktion, welche aus dem Phosphor des 
Adenylpyrophosphats, der Hexosephosphorsiure und anderer jetzt 
noch unbekannter Phosphorverbindungen besteht, bleibt, wie aus det 
Tabelle (Spalte 5) zu ersehen ist, wahrend des Winterschlafes un 
verandert. In der Schlafperiode ist folglich der Gehalt des Herzmuskels 
an séureléslichem Phosphor ausschlieBlich auf Kosten der Verminderung 
des o-Phosphorsiure- und Kreatinphosphorsduregehalts herabgesetz1 
Wenn man in Betracht zieht, daB der Kreatinphosphorsaéuregehalt 
des Herzmuskels tiberhaupt sehr niedrig ist, so ist es klar, daB hier die 
Hauptverminderung auf den o-Phosphorsauregehalt fallt. 

Gleich nach Erwachen der Zieselmaus ist der Gehalt der von uns 
abgesonderten Fraktion herabgesetzt, auf ihre Kosten wachst dabei 
der o-Phosphorsiuregehalt an. Der Gesamtphosphorgehalt des Herz 
muskels ist bei schlafenden Tieren niedriger als bei Kontrolltiere: 
(0,236 bis 0,289°,, P bzw. 0,312 bis 0,345°,, P). 
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Was die Fraktion der in Saure nicht léslichen Phosphorverbindungen 
betrifft, die durch Subtrahieren des siéureléslichen Phosphors vom 
Gesamtphosphor ermittelt wurde, so bleibt, wie ersichtlich, ihr Gehalt 
im Herzmuskel wahrend des Winterschlafes unverandert. 

Als wesentlichstes Ergebnis unserer Untersuchungen iiber den 
KinfluB des Winterschlafes auf die Phosphorverbindungen des Herz- 
muskels muB also hervorgehoben werden, da wahrend der Schlaf- 
periode, die unter anderem auch durch eine Herabsetzung der Herz- 
titigkeit gekennzeichnet ist, der o-Phosphorséuregehalt des Herz- 
muskels betrachtlich vermindert ist. Die tibrigen Phosphorverbindungen 
des Herzmuskels bleiben wahrend des Winterschlafes fast unverandert. 
Die Herabsetzung des Gesamtphosphorgehalts des Herzens, die wir 
wahrend der Schlafperiode beobachtet haben, kann also auf den Schwund 
von o-Phosphorséure zuriickgefiihrt werden. Die Verstarkung der 
Herztitigkeit, die beim Erwachen auftritt, wird von einer Zunahme 


des o-Phosphorsauregehalts (vielleicht auch Kreatinphosphorsaure- 


gehalts) begleitet!. 


Aus unseren Befunden kann man also auf einen Zusammenhang 
zwischen der Tiatigkeit des Herzmuskels und seinem Gehalt an 
o-Phosphorsaure schlieBen. 


Murmeltiere. 

In Tabelle VIII sind die Ergebnisse entsprechender an Murmel- 
tieren angestellter Untersuchungen wiedergegeben. Da der Trocken- 
substanzgehalt in einigen Fallen (Nr. 1, 2, 13) wahrend der Schlaf- 
periode etwas héher als bei Kontrolltieren war, sind alle Daten in 
Prozente der Trockensubstanz umgerechnet worden. Auberdem, 
um den Vergleich mit den an Zieselmausen erhaltenen Befunden zu 
erleichtern, sind auch die Daten in Prozenten der frischen Substanz 
angefiihrt (in Klaramern). Wie aus Tabelle VIII ersichtlich, ist, 
wie wir es auch fiir Zieselmause festgestellt haben, wahrend des Winter- 
schlafes der Gehalt des Herzmuskels an P der praformierten Phosphor- 
siure und der Kreatinphosphorsaure bedeutend herabgesetzt. Die 
betreffenden Daten fiir schlafende Tiere sind 0,200 bis 0,259°., P dieser 
Summe, bei Kontrolltieren dagegen 0,334 bis 0,448°,, P (in Prozenten 
der Trockensubstanz). Betrachtlich herabgesetzt ist wihrend des 
Winterschlafes im Herzmuskel der Murmeltiere auch der Gehalt an 
siureléslichem Phosphor. Bei winterschlafhaltenden Tieren betragt 


1 In Zusammenhang mit diesem Befunde sind die Untersuchungen 


von Mononobe zu erwaihnen, aus denen hervorgeht, daB bei der Tiatigkeit 
eines Straubherzens. besonders unter anaeroben Bedingungen, der Cehalt 
an anorganischem Phosphor zunimmt. (Ronas Ber. 61, H. 3/4.) 








D. Ferdmann u. O. Feinschmidt: 


Tabe lle VIII. 


Chemische Bestandteile des Herzmuskels von Murmeltieren. (Ohne Klan 
mern: in Prozenten der Trockensubstanz; in Klammern: in Prozenten ce 
frischen Substanz.) 





Gesamt 


Rest-N 


Gresamt 
N 


tier 


Datum 


séure 
Gesamt 


substanz 
mono- 
phosphor 


Pder Hexose- 
lislicher P 


y Versuchs- 


Winterschlaf haltende Murmeltiere. 
2245 12.66 1,102 0,213 0,053 — 0.426 1.160 0,734 
(2.85) (0,248) (0,048) (0,012) — (0,096) (0,261) (0,165) 
(2.95) (0,283) (0,046) (0,017) (0,103) (0,250) (0,147) 
21.60 12,64 0,926 0,200 0,069 0.514 1,120 0.606 
(2,73) (0,200) (0.043) (0,015) - (0,111) (0.242) (0,131) 
2490 11.52 1.210 0.209 0.068 0.377 0.466 1.084 0.618 
(2,87) (0,302) (0,052) (0,016) (0,094) (0.116) (0,270) (0,154) 
94.56 11.30 1.058 0.207 0.053 0.338 0471 1,138 0,667 
(2.78) (0,259 (0,051) (0,013) (0,083) (0.116) (0,280) (0.164) 
23.87 12,34 1,205 0,259 0,079 0,559 0,617 1,226 0,609 
(2.95) (0,288) (0,062) (0,019) (0,131) (0,148) (0,293) (0,145) 


Kontrollmurmeltiere. 
21.58 11.18 1,059 | 0.334 0.064 0.315 0.727 1.441 0,714 
(2,46) 0,233 (0,073) (0,014) (0,068) (0,169) (0.317) (0,157) 
22.27 12,20 1,070 0,392 0,049 0.353 0,676 1,520) 0,856 
(2,72) (0,240) (0,088) (0,011) (0,078) (0,150) (0,337) (0,187) 
21.78 13,30 1,350 0,358 0,052 0326 0.761 1,200 0,439 
(2,99) (0,295) (0,078) (0,014) (0,071) (0,166) (0.260) (0,094) 
2118 1245 — 0.448 0,057 0.850 1,320 0,470 
(2,67) — (0,095) (0,012) - (0,180) (0,280) (0,100) 


G753% 
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der Gehalt dieser Fraktion 0,426 bis 0,617°,, P. wahrend er bei Kontroll- 
tieren 0,676 bis 0,850°,, P betragt. Diese Verminderung des Gehalts an 
siureléslichem Phosphor ist um etwa 62°, durch die Verminderung des 
o-Phosphorsaéuregehalts bedingt. AuBerdem findet wahrend des Winter- 
schlafs noch eine Herabsetzung des Gehalts anderer Phosphorverbin- 
dungen dieser Fraktion statt, jedoch, wie aus Tabelle VIII ersichtlic! 


ist, bleibt der Gehalt an Pyrophosphorsaure und reduzierenden Phosphor 


mus 
glei 
Mur 
vor 


(re. 
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erbindungen dabei unverandert. Der Gesamtphosphorgehalt des 
Herzmuskels ist wahrend der Schlafperiode bei Murmeltieren sowie auch 
ei Zieselmaiusen herabgesetzt. 

Unsere Befunde tiber den Einfluf} des Winterschlafes auf die 
Phosphorverbindungen des Herzmuskels der Murmeltiere weisen also, 
wie wir es schon in den an Zieselmaéusen unternommenen Unter- 
suchungen festgestellt haben, darauf hin, daB o-Phosphorséiure wahr- 
scheinlich eine wichtige Bedeutung fiir die Herzmuskeltatigkeit hat. 

Wir haben ferner die Spaltungskurven der Filtrate aus Herz- 
muskeln schlafender Murmeltiere und Kontrolltiere in n HCl bei 100° 
untersucht. Die entsprechenden Daten sind in Tabelle IX wieder- 
gegeben. 

Tabelle 1X. 


P-Abspaltung bei der Hydrolyse des eiweiBfreien Herzmuskelextraktes in 
n HCl bei 100°. 





Ver- P der 
Datum suchs- | o-Phosphor- Sdure- 
tier siiure F bslicher 
1931 Nr. 0/5 i’ 30° 60" 120’ 180 


P-Gehalt nach Hydrolyse in n HCI bei 100° 


Winterschlaf haltende Murmeltiere. 


0.048 0.060 0.060 0.063 0,064 0,067 0.096 
0.046 0.063 0,067 0,070 0.072 0,073 0,108 


0.043 0,058 0,060 0.111 


Kontrolltiere. 
0,073 0.087 0.087 0,092 0.095 0.095 0.160 
23. IV. f 0,088 0,095 0,099 0,102 0,105 0,108 0,150 
=}. ) 0,078 0,092 0,094 0,166 


Wie ersichtlich, ist die Hydrolysegeschwindigkeit in den Herz- 
muskelfiltraten von winterschlafhaltenden und Kontrolltieren die 
gleiche. Man kann daraus schlieBen, daB im Herzmuskel der schlafenden 
Murmeltiere dieselben Phosphorverbindungen wie bei Kontrolltieren 
vorhanden sind. 


Gesamt- und Reststickstof} des Herzmuskels wdhrend des Winterschlaies. 

Wie aus den in den Tabellen VII und VILL wiedergegebenen Daten 
ersichtlich ist, bleibt der Gesamt- und Reststickstoff des Herzmuskels 
bei Zieselmaiusen und Murmeltieren wahrend des Winterschlafes un- 
verandert. 


6. Fermentative Vorginge bei Muskelbreiautolyse. 


Es schien uns nun von Interesse, zu erforschen, ob wihrend des 
Winterschlafes auch Anderungen der fermentativen Prozesse im Muskel- 
gewebe vorgehen, denn, wie bekannt, hingt die Ausnutzung der chemi- 
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schen Bestandteile des Muskels in bedeutendem Mabe vom normale 
Verlauf der fermentativen Prozesse ab. 


Um tber die fermentative Fahigkeit des Muskelgewebes urteile 


zu kénnen, haben wir bestimmte fermentative Prozesse bei verschiede 
artiger Autolyse des Muskelbreies untersucht. 


| ¢ rsuchsanordn ung. 


Unsere Untersuchungen haben wir am Muskelbrei von Murmeltier: 
ausgefiihrt. Ein Teil der Tiere (Nr. 1, 2, 4, 9, 10, 13) wurde in tiefe: 
Schlafzustande getétet. Die tbrigen Kontrolltiere (Nr. 3. 5. 6) e1 
langere Zeit (etwa 3 Wochen) nachdem sie im Friihling erwacht waren w 
sich gut erholt hatten. 

Zum Versuch wurden bei allen Tieren die gleichen Muskeln eine: 
hinteren Extremitat verwendet. Nach Dekapitation des Tieres wurde: 
die Muskeln so schnell wie méglich entnommen und auf einer Glasplatte 
die auf einem Gemisch von Eis und Salz kalt gehalten wurde, schnell mit 
der Schere zerkleinert. Einzelne Portionen des Muskelbreies (ungefiél: 
3g) wurden in verkorkt vorgewogene Erlenmeyer-K6lbchen versenkt, di 
verschiedene Losungen enthielten, und zwar: 1. 30cem einer 5° iger 
Trichloressigsaurelésung in 1°, HCl (Kontrollportion), 2. 15cem eine: 
Losung von m/10 NaF und 2”, NaHCO,, 3. 15cem einer Lésung vor 
m/10 NaF + 2”,, NaHCO, + 0,4", Starke, 4. 15 cem destilliertes Wasse1 
und 5. l5icem einer m/10 Natriumlactatlésung. 

Das Gewicht der Muskelportionen wurde durch eine zweite Wagung 
ermittelt. Die Autolyse wahrte 2 Stunden bei Zimmertemperatur. Dan: 
wurden in jedes K6lbchen (auBer Nr. 1) zwecks Autolyseabbruch und Eiweil 
fallung li5cem 10°. ige Trichloressigsiure in 2°,. HCl zugegeben. Nac! 
20 Stunden wurde filtriert. In den eiweiBfreien Filtraten wurde o-Phospho1 
siure, Pyrophosphorsiure und gesamtsaureléslicher P bestimmt. AuBer- 
dem wurde die Abspaltungsgeschwindigkeit der H,PO, bei Hydrolyse in 
HCI bei 100° untersucht. 


Muskelbreiautolyse in Gegenwart von Fluoranionen. 


Wie Untersuchungen Embdens' und seiner Mitarbeiter erwiesen haben. 
schwindet wahrend der Autolyse von Muskelsaft oder Muskelbrei in Gegen 
wart von Nak ein gewisser Teil der o-Phosphorséiure. Dieser Schwund 
wird noch erheblicher, wenn bei schwach alkalischer Reaktion (2° igi 
NaHCO,-Lésung) auBer Fluoranionen noch ein Polysaccharid (Glykoge! 
oder Starke) zugegeben wird. 

Embden und Zimmermann? haben festgestellt, daB bei der Autolys: 
des Muskelsaftes in einer Lésung, die m/10 Nak + 2°, NaHCO, um 
0.4°., Starke enthielt, eine Hexosediphosphorsiure gebildet wird, die mit 
der Harden-Youngschen Hexosediphosphorsaure der Géarung identisch ist 
Gleiche Ergebnisse erhielten auch Pryde und Waters® in ihren Versuchen 
mit Muskelsaftautolyse in Gegenwart von Fluoranionen. Ferdmann® hat 


' Embden, 1. ec. 

* Embden u. Zimmermann, Zeitschr. f. phys. Chem. 148, 225, 1924. 
3 Pryde u. Waters, Biochem. J. 23, 574, 1929. 

4 Ferdmann, |. ce. 
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1929 erwiesen, daB bei der Autolyse von Muskelbrei (Kaninchen und Tauben) 
n einer Lésung von NaF, NaHCO, und Starke nicht nur ein Teil det 
)-Phosphorsaure, sondern auch Pyrophosphorsiure schwindet. Dabei 
wird eine stabile. schwer hydrolysierbare organische Phosphorverbindung 
vebildet, welche K,Fe(CN), nur schwach reduziert. Auf Grund der Er- 
forschung der Hydrolysegeschwindigkeit und der Reduktionstahigkeit 
dieser bei der Autolyse entstehenden Phosphorverbindung kamen wir zu 
dem SchluB, daB diese Verbindung mit der Hexosediphosphorsiéure der 
Garung (Harden-Youngscher Ester) nicht identisch ist. 1930 gelang es 
Lohmann', den sich bei der gleichen Autolyse des Muskelbreies bildenden 
Ester zu isolieren und als Hexosediphosphorsaiure zu identifizieren. Thren 
Eigenschaften nach (Hydrolysegeschwindigkeit, Léslichkeit und Reduktions 
fahigkeit) unterscheidet sich diese Hexosediphosphorsiure bedeutend von 
dem Harden-Youngschen Ester. Jedoch erweisen die Untersuchungen 
Lohmanns noch nicht endgiiltig, ob unter diesen Versuchsbedingungen 
ausschlieBlich Hexosediphosphorsiure oder auch noch andere Ester ge- 
bildet werden. 

Schon seit langem haben Forscher ihre Aufmerksamkeit auf die 
interessante Tatsache gelenkt, da®B waihrend des Winterschlafes, trotz 
langwierigen Hungerns der Tiere. ihre Muskeln und Leber einen bedeutenden 
Glykogengehalt bewahren. Um diesen Befund zu erklaren, wurden Ver 
mutungen ausgesprochen, daB entweder das Glykogen bei Winterschlifern in 
der Schlafperiode eine besondere Form annimmt, die dem f¢rmentativen 
Zerfall nicht unterliegt, oder es Andern sich in irgendeiner Weise die fermen- 
tativen Eigenschaften des Muskelgewebes. 

Wir meinten, da Untersuchungen iiber die Verwandlungen der 
Phosphorverbindungen, die wahrend der Autolyse des Muskelbreies 
vonim Schlafzustande getéteten Tieren vor sich gehen, zur Klarung dieser 
Frage beitragen kénnten. Dabei gingen wir von folgenden Voraus- 
setzungen aus: J. Wie bekannt, bleibt in Gegenwart von Fluoranionen 
die Milchsaurebildung bei Muskelbreiautolyse aus, das Bildungsvermégen 
von Hexose aus Glykogen wird jedoch nicht beeintrichtigt. Die unter 


diesen Bedingungen gebildete Hexose wird jedenfalls gréBtenteils an 


Phosphorsiiure gebunden, und demgemaB kann man an der Phosphory- 
lierungsintensivitat gewissermaBen iiber die Intensivitat des Glykogen- 
zerfalls urteilen. 2. Wenn unsere Untersuchungen ergeben, daB bei 
der Autolyse des Muskelbreies schlafender Tiere in einer Losung von 
Na F+ Na HCO, ohne Kohlenhydratzusatz eine derartige Phosphorylierung 
unter Bildung von Hexosediphosphorsiure vor sich geht, wie es fiir 
Muskelbrei anderer Tiere bekannt ist (Ferdmann?, Lohmann*), so kann 
als einzige Quelle fiir Hexose, aus der die Hexosediphosphorsiure ge- 
bildet wird, dabei nur das Muskelglykogen dienen, und folglich kann, 
wenigstens unter Autolysebedingungen, in den Muskeln eines winter- 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 222, 324, 1930. 
2 Ferdmann, |. ce. 
3 Lohmann, |. ce. 
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schlafhaltenden Tieres ein fermentativer Zerfall des Glykogens (bis zu: 
Hexose) vor sich gehen. 

In Tabelle X sind die Ergebnisse unserer Versuche iiber die Muske! 
breiautolyse von in der Schlafperiode getéteten Tieren (Nr. 4, 10, 9, 13 
und Kontrolltieren (Nr. 3, 5, 6) wiedergegeben. Wie aus Tabelle \ 
ersichtlich ist, findet wahrend der Autolyse des Muskelbreies schlafende: 
Murmeltiere in 2°, NaHCO,-Lésung + m/10 NaF = eine stark 
Phosphorylierung vor, die sogar viel betrachtlicher ist als bei Muskelbrei 
autolyse von Kontrolltieren. So ergaben Autolyseversuche mit Muske! 
brei von schlafenden Murmeltieren einen Schwund von 83 bis 91 mg-°,, P 
der o-Phosphorsiure und Pyrophosphorsaure, entsprechende Versuch 
mit Muskelbrei von Kontrolltieren nur einen Schwund von 43. bis 
49 mg-°,, P (s. Tabelle X und Abb. 9). 


NaF+\ NaF+NaHtld, 
NaHCO, \+Starke 
G085 %o 079% 4282 70 Abb. 9 
N Durchschnittlicher Schwund von P 
(Summe von H,PO, und H,P,0;) im 
047% Muskelbrei bei Autolyse 


| Winterschlaf haltende Tiere 


A Kontrolltiere. 























Wir haben den unter diesen Bedingungen gebildeten Ester nicht 
identifiziert, jedoch ist der Charakter der hydrolytischen Spaltungskurve1 
in n HCl bei 100° (s. Abb. 10) bei sechlafenden und Kontrolltieren gleichartig 
und dem unter entsprechenden Versuchsbedingungen an anderen Tiere) 
erhaltenen analog. Dies laBt es als wahrscheinlich erscheinen, da® in unsere: 
Aytolyseversuchen bei schlafenden und Kontrolltieren der gleiche Este: 
gebildet wird und daB®B dieser Ester mit der von Lohmann unter gleiche: 
Bedingungen an anderen Tieren  erhaltenen Hexosediphosphorsiure 
identisch ist '. 


Wenn dies der Wirklichkeit entspricht, so kann man aus der 


intensiven Phosphorylierung, die wir in unseren Versuchen beobachten, 


auf eine betriachtliche Hexosebildung schlieBen und dementsprechend 
auf bedeutenden fermentativen Glykogenzerfall. Folglich kann Muskel- 
glykogen des schlafenden Tieres, wenigstens unter unseren Versuchs 
bedingungen, dem fermentativen Zerfall (bis zur Hexose) unterliegen 


' Im Muskelbrei von Kontrolltieren geht wahrend der Autolyse ir 
Gegenwart von Nak NaHCO,, wie aus der Hydrolysekurve ersichtlic! 
ist, auBerdem noch eine geringe Bildung von einer labilen Phosphor 
verbindung vor, vielleicht einer Hexosediphosphorséiure vom Hardey 
Youngschen Typ. 
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Auber diesen obenerwahnten Versuchen haben wir noch Versuch« 
iiber Muskelbreiautolyse in einer Lésung, die auBer NaF und NaHCO 
noch 0,4°, Starke als Hexosebildungsquelle enthielt, angestellt. 


Wie aus Tabelle X und Abb. 9 ersichtlich, ist der Phosphor 
schwund und folglich die Esterbildung unter diesen Versuchsbedingunge: 
im Muskelbrei von schlafenden und Kontrolltieren fast gleichwertig, 
nimlich bei winterschlafhaltenden Tieren 64 bis 89 mg-°, P det 
o-Phosphorséure und der Pyrophosphorsaure, bei Kontrolltieren 69 bis haut 
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Abb. 10. Abb. 11. 


P-Abspaltung bei Hydrolyse des eiweib- P-Abspaltung bei Hydrolyse des eiweif- 


freien Muskelextrakts in n HCI bei 100°. 
(Winterschlaf haltendes Murmeltier, 
Nr. 4, Tabelle I.) 
I = Kontrollmuskelbrei. 
Il = In NaF + NaHCQOs autolysierter 
Muskelbrei. 


freien Muskelextrakts in n H Cl bei 100°. 
(Kontrolitier Nr. 3, Tabelle I.) 
I = Kontrollmuskelbrei. 
Il = In NaF + NaHCO, autolysierter 
Muskelbrei. 
III = In NaF + NaHCO, + Stirke 
autolysierter Muskelbrei. 


Ill = In NaF + NaHCO, + Starke 
autolysierter Muskelbrei. 


Wenn man jedoch fiir jede Gruppe die Phosphorylierung bei und 
ohne Starkezusatz vergleicht, so ist aus unseren Daten zu ersehen, 
daB hier bei schlafenden und Kontrolltieren ein Unterschied besteht. 
Wahrend bei den Kontrolltieren, wie es auch fiir Muskelautolyseversuche 
bei anderen Tieren bekannt ist, in Gegenwart von Starke eine betracht- 
lichere Esterbildung vor sich geht, fanden wir in unseren Autolyse- 
versuchen im Muskelbrei von schlafenden Tieren bei Starkezusatz 
Die ent- 


gerel 
scher 


yon 
Ferd 


einen geringeren Phosphorschwund als ohne Starkezusatz. 
Phos) 


sprechenden Daten sind fiir Kontrolltiere: 


ohne Starke 43 bis 49 mg-°,, P, mit Starke 69 bis 92 mg-°,, P; 
fiir schlafende Tiere: 
ohne Starke 83 bis 91 mg-°,, P, mit Starke 64 bis 89 mg-°,, P. 
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Es scheint, als ob in den Autolyseversuchen mit Muskelbrei von 
schlafenden Tieren in Gegenwart von NaF Starkezusatz die Phosphory- 
lierung einigermaBen hemmt. 

Bis auf weiteres kénnen wir keine geniigende Erklarung dieses 
Befundes geben. 

Muskelbreiautolyse in Wasser. 

Wahrend der Autolyse von Muskelbrei in Wasser geht eine An- 
haufung von o-Phosphorsaure vor sich, die mit dem Zertall organischer 
Phosphorverbindungen zusammenhangt (Embden!). Es schien uns 
von Interesse, zu untersuchen, ob dieser ProzeB auch bei Autolyse von 
Muskelbrei von im Winterschlafzustande getéteten Murmeltieren 
stattfindet. 

Die Ergebnisse entsprechender Versuche sind in Tabelle XI und 
Abb. 12 wiedergegeben (s. auch Abb. 13 und 14). Wie aus diesen Daten 
zu ersehen ist, geht der Zerfall organischer Phosphorverbindungen 
unter diesen Versuchsbedingungen im Muskelbrei schlafender Tiere 
in geringerem MaBe als im Muskelbrei von Kontrolltieren vor sich. So 
wachst der o-Phosphorsduregehalt im autolysierten Muskelbrei von 
schlafenden Tieren um 25 bis 28 mg-°,, P, im Muskelbrei von Kontroll- 
tieren dagegen um 49 bis 52 mg-°, an. 


50mg % 
a 


Abb. 12. 
Durechschnittszunahme von H, PO,-P im 
Muskelbrei bei Autolyse in Wasser. 
cy) » , 

Lom % (Phosphor des autolysierten Breies 
minus Phosphor des Kontrollbreies. ) 

EJ = Winterschlaf haltende Tiere. 


EJ = Kontrotitiere 








Es ist méglich, daB dieser Unterschied mit dem bedeutend niedri- 
geren Gehalt der Muskeln winterschlafhaltender Murmeltiere an organi- 
schen Phosphorverbindungen zusammenhangt. 


Muskelbreiautolyse in Gevenwart von Lactationen. 

Bei Muskelbreiautolyse in Natriumlactatlésung findet ein Schwund 
von o-Phosphorsiure (Embden?, Ferdmann*) und Pyrophosphorsaure 
Ferdmann) statt. Dabei bildet sich eine schwer hydrolysierbare 
Phosphorverbindung. Um die fermentativen Eigenschaften des Muskel- 


1 Embden, Handb. d. norm. u. pathol. Phys. 8, 1925. 
2 Derselbe, Zeitschr. f. phys. Chem. 1438, 1924. 
3 Ferdmann, |. c. 
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vewebes der sich im Winterschlafzustande befindenden Tiere zu prifen, 


1A) 


haben wir entsprechende Versuche am Muskelbrei von Murmeltieren 
ingestellt. 

Wie aus Tabelle XI und Abb. 13 und 14 zu ersehen ist, nimmt 
bei zweistiindiger Autolyse in m/2 Natriumlactatlésung im Muskelbrei 
schlafender Tiere der o-Phosphorsaure- und Pyrophosphorsauregehalt 
ab, und zwar nimmt in unseren Versuchen die Summe dieser Sub- 
stanzen um 9 bis 34 mg-°,, P ab. Die organische Phosphorverbindung, 
die sich auf Kosten dieses Phosphors bildet, zerfallt wahrend der Hydro- 
lyse in n HC] bei 100° nur in geringem MaBe. Dies entspricht den Ver- 


suchsergebnissen mit in m/2 Lactatlésung autolysiertem Muskelbrei 









































von normalen Kaninchen und Tauben (Ferdmann'). Bei Kontrolltieren 
ergaben entsprechende V. suche nur in einem Falle (Nr. 3) einen, jedoch 
nur geringen P-Schwund (9 mg-°,, P). 
is < 
se Png % 
140 
ZT 
On 120 
<> 100 : HI 
a _ 
60} ———— 
40}— — 
2h - — + 25 | 
| Leen L be J 
G7 30 60 120 Mir. 780 07 60 20 Min. 180 
= Abb. 13. Abb. 14. 
3 P-Abspaltung bei Hydrolyse des eiweili- P-Abspaltung bei Hydrolyse des eiweib- 
* a freien Muskelextraktes in n H Cl bei 100° freien Muskelextraktes in n HCl bei 100 
E 7. (Winterschlaf haltendes Murmeltier Nr. 1, (Kontrolltier Nr. 3, Tabelle I.) 
z= Tabelle II.) I Kontrollmuskelbrei 
me) I = Kontrollmuskelbrei ll = In Wasser autolysierter Muskel- 
oi II In Wasser autolysierter Muskel- brei. 
5 = brei. Ill In Natriumlactat§ autolysierter 
- - II] = In Natriumlactat autolysierter Muskelbrei 
2c Muskelbrei. 
+5 
= Herzmuskelbreiautol yse. 
Die Rolle der chemischen Bestandteile des Herzmuskels fiir seine 
Tatigkeit ist noch lange nicht geklart. 


Unsere Untersuchungen iiber die chemischen Bestandteile des 
Herzmuskels von winterschlafhaltenden Tieren (s. S. 83) haben 
erwiesen, daB die Herabsetzung der Herztatigkeit waihrend des Winter- 


* 4. 
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Biochemie des Winterschlafs. Gy 


schlafes von Anderungen in den phosphorenthaltenden Bestandteilen 


des Herzmuskels begleitet wird. 


Im Zusammenhang damit schien es uns von Interesse, zu untersuchen, 
ob in Autolyseversuchen mit Muskelbrei von im Winterschlafzustande 
vetéteten Murmeltieren fermentative Prozesse anders als im Muskelbrei 
von Kontroiltieren ausfallen. Gleichzeitig wollten wir erforschen, ob 
bei der Autolyse von Herzmuskelbrei termentative Prozesse vor sich 
vehen, die mit denjenigen, die bei Autolyse von willkiirlichen Muskeln 


bekannt sind, gleichartig sind. 


Zu diesem Zwecke stellten wir Autolyseversuche mit Herzmuskelbrei 
in einer L6sung von m/10 NaF + 0,4°,, Starke + 2°, NaHCO, an. Wie 
bekannt, sind die Prozesse, die unter derartigen Bedingungen im Brei von 
willkiirlichen Muskeln vor sich gehen, geniigend erforscht. 

Der Herzmuskel wurde mdéglichst schnell auf einer kalt gehaltenen 
Glasplatte mit der Schere zerkleinert. Dann wurden je 3 g des Muskelbreies 
in vorgewogene Erlenmeyer-Kélbchen versenkt, von denen eines 15 ccm 
einer Lésung von m/10 NaF + 2°, NaHCO, + 0,4°,, Starke enthielt, das 
zweite 30 ccm einer 5°, igen Trichloressigsiurelésung in 1°,, HCl (Kontroll- 
portion). Das Gewicht der Portionen wurde durch eine zweite Wagung 
ermittelt. Die Autolyse waihrte 2 Stunden bei Zimmertemperatur. Dann 
wurden 1l5cem einer 10°,igen Trichloressigsiurelésung in 2%, HCl zu- 
gegeben. Am nachsten Tage wurde filtriert und im Filtrat o-Phosphorsaéure, 
Pyrophosphorséure und saureléslicher Phosphor bestimmt und die Hydro- 
lysekurve in n HCl bei 100° festgestell!t. 


Die Ergebnisse unserer Versuche sind in Tabelle XII und Abb. 15 
wiedergegeben. Es ist zu ersehen, daB unter den Versuchsbedingungen 
im Herzmuskelbrei von schlatenden und Kontrolltieren, wie es auch 
fir willkirliche Muskeln bekannt ist, ein Schwund von o-Phosphorséure 
und Pyrophosphorsaure stattfindet. Dabei ist bei schlafenden Tieren 


hontrol/nere Abb. 15 


Winterschlat- 0,091 70 Seetiuts 8 
, thse licher Schwund (Phosphor 

pajende — a urchschnitt 
— G080 0 des H, PO, und des Hy P, 07) im herz- 


G,060% muskelbrei bei Autolyse in Gegenwart 
von m/10 NaF + 2°) NaHCO, + 04° 
4037 % Starke. 

Oo Kontrollherzmuskelbrei. 

i=) = Autolysierter Herzmuskelbrei. 








L 


(Nr. 4, 9, 10) dieser Schwund sogar betrachtlicher als bei Kontrolltieren 
(Nr. 3, 5, 6). Bei schlafenden Murmeltieren konnten wir wihrend der 
Herzmuskelautolyse einen Schwund von 17 bis 29 mg-°;, P der Summe 
von o- und Pyrophosphorsiure beobachten, bei Kontrolltieren dagegen 
nur von 8 bis 14 mg-°®,. 
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Die Hydrolysekurven (Abb. 16) weisen darauf hin, daB unter ci: 
Versuchsbedingungen auf Kosten des verschwindenden anorganiscl 
Phosphors eine stabile organische Phosphorverbindung gebildet wit 


Be a Abb. 16. 





Wf P-Abspaltung bei Hydrolyse des eiweib- 
’ V freien Herzmuskelextrakts in n HCl bei 


é Oe ee 100°. (lund IT = winterschlafhaltendes 
&0 t 7 Murmeltier Nr. 4, Tabelle HI, If und IV 





= Kontrolltier Nr. 5, Tabelle III.) 





I Kontrollherzmuskelbrei 


d Il = InNaF + NaHCO, + Starke auto- 
a lysierter Herzmuskelbrei 
| Kontrollmuskelbrei. 
1\ In NaF + NaHCO, + Starke auto- 
lysierter Herzmuskelbrei 











720 Min. 780 


7. Zusammenfassung. 

Die wahrend des Winterschlafes auftretenden Anderungen im 
funktionellen Zustande der Muskeln (Verminderung der Erregbarkeit 
und der Arbeitsfahigkeit) sind von betrachtlichen Anderungen in det 
chemischen Zusammensetzung der Muskeln begleitet. 

So ist bei Murmeltieren und Zieselmaiusen wahrend der Schlaf- 
periode der Gehalt der Muskeln an Kreatinphosphorsiure, Hexose- 
monophosphorsiure und Pyrophosphat bedeutend niedriger als im 
wachen Zustande. Dabei ist auch der Gehalt an in Saure lislichem 
Phosphor und an Gesamtphosphor vermindert. 

Bei Zieselmausen ist waihrend des Winterschlafes der Kreatin- 
und Rest-N-Gehalt der Muskeln vermindert. Wie Berechnungen er- 
weisen, ist der Reststickstoffgehalt der Muskeln in gré8erem Malie 
vermindert, als durch die Abnahme des Kreatingehalts bedingt ist 
die Menge anderer Stickstoffsubstanzen ist also auch herabgesetzt 

Auch in den chemischen Bestandteilen des Herzmuskels treten 
wihrend des Winterschlafs Anderungen auf, und zwar ist bei Murme!- 
tieren und Zieselméusen dabei der Gehalt an anorganischer Phosphor- 
siiure, an in Saure léslichem und Gesamtphosphor betrachtlich ver 
mindert. 

Bei kiinstlich hervorgerufenem Erwachen der Zieselmiuse steigt 
det Gehalt des Herzens an anorganischer Phosphorsiure auf Kosten 
des Zerfalls von sdureléslichen organischen Phosphorverbindungen a) 

Wahrend des Winterschlafes sind auch die fermentativen Eigen 
schaften des Muskelgewebes (Phosphorylierungsvorginge, Zerfal! 
organischer Phosphorverbindungen) in gewissem Mafe verandert. 
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Beitrige zur Biochemie des Winterschlafs. 
iber die chemischen Bestandteile des Gehirns winterschlafhaltender Tiere. 


Von 
0. Feinschmidt und D. Ferdmann. 


(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Eingegangen am 4. Mdrz 1932. 


Wahrend des Winterschlafs sind die funktionellen Vorgange im 
Nervensystem auBerordentlich verlangsamt. So betragt nach Valentin (1) 
die Fortpflanzungsgesch windigkeit des Nervenreizes beim winterschlaf- 
haltenden Murmeltier nur 1m pro Sekunde, wahrend sie sogar bei Kalt- 
bliittern 28m betrigt. Auch die Stoffwechselvorginge des Nerven- 
systems sind wahrend des Winterschlafes bedeutend verlangsamt. 
Untersuchungen von Merzhacher (2) haben erwiesen, daB beim Durch- 
schneiden des Nerven bei einer winterschlafhaltenden Fledermaus 
weder anatomisch noch physiologisch Degenerationserscheinungen er- 
kenntlich sind. Jedoch sogleich nach dem Erwachen des Tieres treten 
die Degenerationsvorgiinge im Nerven auf. 


Die wahrend des Winterschlafs auftretenden Anderungen des 


funktionellen Zustandes des Gehirns sind wohl als physiologisch an- 
zusehen, sie sind wahrscheinlich mit keinen betrichtlichen . morpho- 
logischen Anderungen und jedenfalls nicht mit einer Degeneration der 
Nervensubstanz verbunden. Es schien uns daher berechtigt, zu ver- 
muten, daB im Falle Anderungen in der chemischen Zusammensetzung 
des Gehirns wihrend des Winterschlafes auftreten, dieselben haupt- 
sichlich mit dem funktioneilen Zustande des Zentralnervensystems 
zusammenhangen. 

Diese Voraussetzungen veranlaBten uns, Untersuchungen iiber die 
chemischen Bestandteile des Gehirns waihrend des Winterschlafes aus- 
zufiihren. 

Wir haben den Gehalt an Gesamtphosphor, anorganischem Phos- 
phor, siureléslichem Phosphor, Gesamt- und Reststickstoff gesondert 
in der grauen und weiBen Substanz der Hemisphiren des GroShirns 
und im Kleinhirn untersucht. 











O. Feinschmidt u. D. Ferdmann: 


Methodik. 


Die Untersuchungen wurden an Murmeltieren ausgefiihrt. Ein 17 
der Tiere wurde im tiefen Schlafzustande durch Dekapitation geté 
(Nr. 1, 2, 4, 8, 10, 13). ein anderer Teil (Kontrolltiere), nachdem sie 
Frihling erwacht waren und sich vom Winterschlaf erholt hatten (N1 
5, 6, 7). 

Das Gehirn wurde so schnell wie méglich entnommen und sogleic| 
verarbeitet. Fiir die Bestimmungen von anorganischem Phosphor, saur 
l6slichem Phosphor und des Reststickstoffs der grauen und weiBen Substa: 
wurden kleine Portionen mit der Torsionswaage abgewogen und in Probie: 
glaser gegeben, die 10ccm einer 5°,igen Trichloressigséurelésung i: 
1", HCl enthielten. Die Einwagen wurden mit einem Glasstaébchen ze1 
driickt und zwecks Extrahierung tiber Nacht stehengelassen; dann wurc) 
filtriert. 

Fiir Gesamtphosphor- und Gesamtstickstoffbestimmungen wurden mit 
der Torsionswaage abgewogene Portionen in Ajeldahl-Kolben gebracht und 
mit Schwefelséiure verascht. 

Das Kleinhirn wurde in fliissiger Luft gefroren und zerkleinert. Dann 
wurde ein Teil des so erhaltenen Pulvers in ein vorgewogenes Erlenmeyer- 
Kélbchen, das 15cem einer 5°,igen Trichloressigsdurelésung in 1°, HC! 
enthielt, versenkt, das Gewicht der Portion durch eine zweite Waguny 
ermittelt und iiber Nacht stehengelassen. Ein anderer Teil des Hirnpulvers 
kam in ein vorgewogenes Kjeldahl-Kélbchen, wurde abgewogen und dann 
verascht. 

Anorganischer Phosphor wurde nach Fiske und Subbarow bestimmt 
Zu diesem Zwecke wurden 2 ccm des eiweiBfreien Filtrats in ein trockenes 
Probierglaschen gebracht, 1,5 cem Molybdatlésung, 0,5 cem der Eikonogen 
lésung und 8,5 cem Wasser zugegeben. In gleicher Weise wurde auch di 
Standardlésung vorbereitet. 

Fir die Bestimmung von saureléslichem Phosphor wurden 2 cem des 
Filtrats mit 0,3 eem konz. H,SO, verascht. Die Bestimmung von saure 
léslichem Phosphor und Gesamtphosphor wurde in MeBkélbchen von 
25cem ausgefiihrt. 

Gesamt- und Reststickstoff wurden mit dem Mikro-Pregl-Vertahren 
‘bestimmt. 


Graue Substanz des GroBhirns. 


Die Ergebnisse unserer Untersuchungen tiber den EinfluB des 
Winterschlafes auf die chemischen Bestandteile der grauen Substanz 
der Hemispharen sind in Tabelle I wiedergegeben. Aus diesen Daten 
ist ersichtlich, daB der Gesamtstickstoffgehalt der grauen Substanz 
bei winterschlafhaltenden Murmeltieren demjenigen von Kontro!! 
tieren gleich ist. Der Reststickstoffgehalt der grauen Substanz ist 
dagegen bei winterschlafhaltenden Murmeltieren niedriger als bei 
Kontrolltieren, und zwar betrug der Rest-N in unseren Versuchen 
waihrend des Winterschlafes 9,5 bis 12,9°%, bei Kontrolltieren 12.5 
bis 15,3°(, des Gesamt-N. Daraus ist zu schlieBen, daB wahrend des 
Winterschlafes der Eiwei$zerfall in der grauen Hirnsubstanz hera!) 
gesetzt ist. Dieser Befund ist im Einklang mit dem Befund vo: 
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corodissky, daB bei herabgesetzter Funktion der Sehzentren ihr 
iteststickstoffgehalt vermindert ist. 

Wir haben ferner Untersuchungen tiber den EinfluB8 des Winter- 
chlafs auf die Phosphorverbindungen der grauen Substanz ausgefiihrt. 

Im Zusammenhang mit der immer mehr hervortretenden Rolle 
der Phosphorverbindungen im Organismus schien es uns von Interesse, 
zu erforschen, ob Anderungen im funktionellen Zustande des Zentral- 
nervensystems mit Anderungen seiner phosphorhaltigen Bestandteile 
cinhergehen. Schon seit langem ist es bekannt, daB das Zentralnerven- 
system reich an Phosphatiden ist. In neuester Zeit wurden im Gehirn 
Kreatinphosphorsdure [Gorodissky (3)|, reduzierende Phosphorverbin- 
dungen [Feinschmidt (4)] und Adenylséure [Pohle (5)] entdeckt. Wir 
haben vorlaufig nur den Gehalt an anorganischer H, PO, (praformierte 
und von Kreatinphosphorséure abgespaltene), séureléslichem Phosphor, 
Gesamtphosphor und in Saure nichtléslichem Phosphor untersucht. 


Tabelle I. 


Chemische Bestandteile der grauen Substanz der Hirnrinde von Murmel- 
tieren. 





tw 
- 


4) 


Datum 


lislicher P 
(6 


P der Hyg PO, 
In Sdure nicht- 


Sdureldslicher 


7 
L 
ra 
- 


des Ges.-N 


Rest-N in °/ 
Bemerkungen 


° 


0.047 0,116 0.069 0.300 0,184 1.86 0181 
0,056 0,150 0,094 0.300 0150 1.80 —_ 

0,967 0,160 0,993 0,396 0149 1.84 0.211 
0,073 0.188 0.115 0.339 0151 1,91 | 0,246 
0,073 0,160 0,087 0,321 0,161 1.75 | 0,209 
0,062 0.148 0,086 0.352 0,204 1,81 0,190 


0,993 0,208 0,115 0.4381 0,223 1.86 | 0,234 
0,076 0.191 0115 0,370 O179 1,82 | 0,248 
0,075 O85 0,110 0370 O85 1.76 | 0,270 
0,060 0,188 0,128 0,378 0,196 1,93 0,253 


Winterschlaf- 


Kontrolle 


Wie aus Tabelle I ersichtlich, war in unseren Versuchen die 
Menge des saureléslichen Phosphors bei winterschlafhaltenden Murmel- 
tieren niedriger als bei Kontrolltieren, und zwar betrug der Gehalt 
dieser Fraktion bei ersteren 0,116 bis 0,188°,, P, bei letzteren 0,185 
bis 0,208°%. Da wir dabei keine betrachtlichen Anderungen im Gehalt 
der grauen Substanz an anorganischer o-Phosphorsiure feststellen 
konnten, geht diese Verminderung der Menge des saureléslichen 
Phosphors auf Kosten anderer Phosphorverbindungen vor sich. 





O. Feinschmidt u. D. Ferdmann: 


Der Gesamtphosphorgehalt der grauen Substanz ist bei wint: 
schlafhaltenden Murmeltieren vermindert, und zwar betrug er bei 
ihnen in unseren Versuchen 0,300 bis 0,352°, P, bei Kontrolltieren 
dagegen 0,370 bis 0,431°., P. Diese Verminderung des Gesamt phospho: 
gehalts der grauen Hirnsubstanz geht nicht nur auf Kosten des saur 
léslichen Phosphors vor sich, sondern wahrend des Winterschlafes jst 
auch der Gehalt an in Saure nichtléslichem Phosphor einigermaBen 
herabgesetzt (0,140 bis 0,204°, P dieser Fraktion bei winterschlat 
haltenden Murmeltieren, 0,179 bis 0,223°, bei Kontrolltieren). 


WeifBe Substanz des Grofhirns. 

chet 
hier 
sind 
Win 
der 


Wie aus Tabelle II ersichtlich, ist waihrend des Winterschlafes vou 
Murmeltieren der Reststickstoffgehalt der weiBen Hirnsubstanz nur in 
geringem Mabe vermindert, und zwar betrug der Rest-N in unseren 








Versuchen bei winterschlafhaltenden Murmeltieren 10,0 bis 12,8°,, bei 


Kontrolltieren 11,1 bis 13,8°,, des Gesamt-N. 


> 


Tabelle Il. 


Chemische Bestandteile der weiBen Substanz der Hirnrinde von Murme! 
tieren. 





nicht- 


Datum Rest-N 


lislicher P 


z = 
= L 
3 = 
7 z 
> Z. 


In Siure 


des Ges.-N 


Rest-N in ©, 


7 
se 


1931 


: 0,046 0,123 0,077 9438 0,315 1,96 0195 10,0 
| E. 0.068 0,152 0.084 0.404 0.252 1.80 ‘ | 
LL. ; 0.063 0,184 0,121 0448 0,264 1.78 0,228 128 
3. TIL. g 0,068 0,212 0144 0,469 0,257 2.03 0235 11.5 | 


Winterschlaf- 


UL 0,059 0,157 0,098 0,470 0313 188 0,199 10.0 
20. ILL. 0,052 0,142 0,090 0,495 0,353 1,74 | 0172 10.0 


13. IV. é 0,062 0,186 0,124 0,540 0,354 1,80 0,200 11,1 
23. IV. 9,068 0,180 0,112 0,542 0,362 1,70 0,220 13,0 
4. V. 0,059 9176 0,117 0,488 0,312 1,81 0,250 13,8 
16. V. 0,050 0,212 0,162 0,514 0,302 1,85 0,230 124 


Kontrolle 


Der Gesamtstickstoffgehalt der weiBen Substanz war bei winter- 
schlafhaltenden und Kontrolltieren der gleiche. 

Was die Phosphorverbindungen betrifft, so bleibt wahrend des 
Winterschlafes die Menge der anorganischen o-Phosphorsaure in der 
weiBen Hirnsubstanz unveraindert. Der Gehalt der weiBen Substanz 
an sdureléslichem Phosphor ist bei winterschlafhaltenden Murmeltieren 
niedriger als bei Kontrolltieren (auBer Nr. 8 und 13); er betrug in 
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iseren Versuchen bei ersteren 0,123 bis 0,212°, P, bei letzteren 0,176 

s 0,212°, P. Der Gesamtphosphorgehalt der weiBen Substanz ist 
wahrend des Winterschlafes herabgesetzt. Die entsprechenden Daten 
fur winterschlafhaltende Murmeltiere waren 0,404 bis 0 495°, P, fiir 
Kontrolltiere dagegen 0,488 bis 0,542°, P. Der Gehalt der weiBen 
Substanz an in Saure nichtléslichem Phosphor ist bei winterschlaf- 
haltenden Murmeltieren im Vergleich zu Kontrolltieren nur in geringem 
MaBe herabgesetzt. 

Kleinhirn. 

Unsere Untersuchungen tiber den EinfluB des Winterschlafes auf die 
chemische Zusammensetzung des Kleinhirns haben erwiesen, daB auch 
hier bestimmte Anderungen auftreten. Die entsprechenden Befunde 
sind in Tabelle III angefiihrt. Wie ersichtlich, bleibt wahrend des 
Winterschlafes der Gesamtstickstoffgehalt des Kleinhirns unverandert, 
der Reststickstoffgehalt ist in geringem MaBe vermindert. 


Tabelle Ill. 


Chemische Bestandteile des Kleinhirns von Murmeltieren. 





+ 


q 10 


| 
| 
| 
| 


> 
»PO4 


Datum 


£ 


Versuchstier 
Sadureléslicher | 


des Ges.-N 


P der H 


7, 


Rest-N in ° 
Bemerkungen 


0,042 0152 0,110 0371 0219 1,97 0,225 
0,061 0,157 0,096 0,375 0,218 1.84 0,242 
0.048 0.162 0.114 0,390 0228 1.81 0,234 
0,050 0,126 0,076 0317 0,191 1,90 0,205 
0.065 6136 0.071 0.361 0225 1.78 0,197 
0,050 0133 0,083 0427 0,294 1,81 0,199 


0,059 0,194 0135 0418 0,224 1,70 0,234 
0,080 0197 O117 0474 0277 1,81 0,234 
0.960 0167 0107 0,390 0,223 1,90 0,250 
0.064 0,227 0163 0402 0175 1.85 0,230 


Winterschlaf 
Murmeltiere 


mtrolle 


Ke 


—_ soe —— 


Gehalt des Kleinhirns an o-Phosphorsiure ist bei winter- 
schlafhaltenden Murmeltieren niedriger als bei Kontrolltieren (0,042 
bis 0,065°,, P bzw. 0,059 bis 0,080°, P). Die Menge saureléslichen 
Phosphors ist wiaihrend des Winterschlafes herabgesetzt. So betrug in 
unseren Versuchen der Gehalt dieser Fraktion im Kleinhirn von winter- 
schlafhaltenden Murmeltieren 0,126 bis 0,162°, P, bei Kontrolltieren 
dagegen 0,167 bis 0,227°,, P. Im Gesamtphosphorsauregehalt des 
Kleinhirns treten wihrend des Winterschlafes nur geringe Anderungen 
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auf. Der Gehalt des Kleinhirns an in Saure nichtléslichem Phosph 
bleibt beim winterschlafhaltenden Murmeltier demjenigen von Kontro!| 
tieren gleich. 


Zusammenfassung. 


1. Wahrend des Winterschlafs treten gewisse Anderungen in ci 


chemischen Bestandteilen des Zentralnervensystems der Murmeltiere au! 

2. Der Reststickstoffgehalt und das Verhaltnis Rest-N /Gesamt-\ 
ist bei winterschlafhaltenden Murmeltieren in der grauen Substar 
und in geringem MaBe in der weiBen Substanz des GroBhirns, sowie in 
Kleinhirn vermindert. 

3. Der Gesamtstickstoffgehalt bleibt wahrend des Winterschlafes 
in den untersuchten Gebieten unverandert. 

4. Wahrend des Winterschlafes bleibt der o-Phosphorsauregeha|t 
der grauen und weiBben Substanz des GroBhirns fast unverandert ; in 
Kleinhirn ist er vermindert. 

5. Die Menge sdureléslichen Phosphors ist im Zentralnervensystem 
(besonders im Kleinhirn) von winterschlafhaltenden Murmeltieren 
geringer als bei Kontrolltieren. 

6. Wahrend des Winterschlafes ist der Gesamtphosphorgehalt 
der weiBen und gratien Substanz, in geringem MaBe auch derjenige des 
Kleinhirns herabgesetzt. 

7. Die Menge in Saure nichtléslichen Phosphors der grauen und 
in geringem MaBe der weiBen Substanz des GroBhirns ist bei winter- 
schlafhaltenden Murmeltieren vermindert. Im Kleinhirn treten keine 
Anderungen im Gehalt dieser Fraktion auf. 


Literatur. 


1) Valentin, Moleschotts Unters. 1857. 2) Merzbacher, Ergebn. 
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Beitrige zur Biochemie des Winterschlafs. 
iber die chemischen Bestandteile des Blutes winterschlafhaltender Tiere. 


Von 


O. Feinschmidt und D. Ferdmann. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 
(Eingegangen am 4. Mdrz 1932.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei winterschlafhaltenden Tieren treten bedeutende Anderungen 


im Gesamtstoffwechsel und im Chemismus verschiedener Gewebe auf 
(s. vorangehende Mitteilung'). Im Zusammenhang damit war es zu 
erwarten, daB wahrend der Schlafperiode auch die chemische Zu- 
sammensetzung des Blutes gewissermaBen verindert sein mul. 

Wir haben untersucht, ob bei Winterschlafern wahrend der Schlaf- 
periode Anderungen im Gehalt des Blutes an Glucose (reduzierende 
Substanzen), o-Phosphorsaure, Pyrophosphat, siurelislichem Phosphor, 
Gesamtphosphor, Gesamtstickstoff und im Gehalt des Serums an 
Kalium und Calcium auftreten. 

Die Untersuchungen sind an den gleichen Gruppen von Zieselmiéusen 
und Murmeltieren ausgefiihrt worden, an denen die chemischen Bestandteile 
der Muskeln untersucht worden sind. Und zwar wurde das Blut von Ziesel- 
méusen nach langer und kurzer Schlafperiode, ferner sogleich nach 
kiinstlich hervorgerufenem Erwachen und dasjenige von Kontrolltieren 
untersucht. Bei Murmeltieren wurde das Blut von winterschlafhaltenden 
und von Kontrolltieren untersucht (Naheres iiber die Versuchstiere siehe 
vorangehende Mitteilung). 

Methodik. 

Das Blut des dekapitierten Tieres wurde in einem Glaschen auf- 
gefangen. Bei Zieselméusen gelang es, 4 bis 5ccm Blut zu erhalten. 

Der Blutzucker wurde nach Hagedorn-Jenssen bestimmt. 

Die Bestimmungen von o-Phosphorsiure, séureléslichem Phosphor und 
bei Murmeltieren auBerdem noch von Pyrophosphat wurden im eiweiB- 
reien Filtrat ausgefiihrt, das nach Ausfillung der uteiweiBkérper durch 
f Filtrat fiihrt, d h Ausfall ler Blut BkGry lurel 
die doppelte Menge einer 10° igen Trichloressigsiure erhalten wurde. 


1 Diese Zeitschr. 248, 101. 1932. 
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Gesamtphosphor und Gesamtstickstoff wurden nach Veraschung y: 
2cem Blut mit 1 cem konz. H,SO, bestimmt. 
Fir die Phosphorbestimmungen bedienten wir uns der Methode vy 
Fiske und Subbarow; der Gesamtstickstoff wurde nach Pregl bestimmt 
Kalium und Calcium sind im Serum von Murmeltieren bestinn 
worden. 


1 


Versuchsergebnisse. 
Blutzucker. 

Dubois (2) (1894) war der erste, der den Blutzuckergehalt von 
Winterschlafern wahrend der Schlafperiode untersucht hat. Nac! 
seinen Befunden ist im Blute von Murmeltieren wahrend des Winte: 
schlafes kein Zucker vorhanden. 


Endres und Taylor (3) (1930), die den Blutzuckergehalt von Murme|! 
tieren im Marz (Winterschlaf) und im Sommer (erwachte Tiere) untersucht 
haben, kamen zu dem Ergebnis, da®B wahrend der Schlafperiode der Zucke1 
gehalt des Blutes zwar herabgesetzt ist (71 bis 96 mg-°., anstatt 136 bis den 
161 mg-°., bei den erwachten Tieren), jedoch kein vollstandiger Zucke) bei | 
schwund auftritt. Diese Ergebnisse stimmen mit den unserigen gut tiberein 
(s. unten). 

In letzter Zeit since. Forschungen iiber den Zusammenhang von Hypo 
glykimie und Winterschlaf unternommen worden. Dworkin und Finney (4 
ist es gelungen, bei Murmeltieren im Sommer in einem kiithlen Raum kiinstlich 
durch Insulininjektion einen winterschlafartigen Zustand hervorzurufen 
Dabei trat eine betrachtliche Hypoglykamie auf. Auf Grund ihrer Befun«d: 
iuBern diese Autoren die Meinung, da8 auch der natiirliche Winterschlat 
mit einer erhéhten Insulinsekretion zusammenhiangt. Dies ist im Einklang 
mit der Ansicht Adlers (5), daB der Wintersehlaf durch Anderungen im 
funktionellen Zustande der endokrinen Driisen verursacht ist. 

Britton (6) hat die SchluBfolgerungen von Dworkin und Finney einer 
Kritik unterworfen. Auf Grund seiner experimentellen Befunde halt er 
es nicht fiir berechtigt, den natiirlichen Winterschlaf auf eine erhdéhte 
Insulinsekretion zuriickzufiihren. 


geht 
mau 


mau 
unte 


Um die Frage endgiltig zu kliren, ob der Winterschlaf mit er- 


héhter Insulinsekretion zusammenhangt, haben Dische, Fleischmann 


und T'revani (7) (1931) Untersuchungen an Zieselmaiusen und Sieben 
schlafern unternommen. Durch Insulininjektion gelang es ihnen, bei 
Zieselmausen, jedoch nicht bei Siebenschlifern, einen Schlafzustand 
hervorzurufen. Dabei ergab sich, da’, waihrend der Blutzuckergehalt 
bei wachen Zieselmausen von 0,139 bis 0,152°, schwankte, er wahrend 
des natiirlichen Winterschlafes 0,104 bis 0,127°,, wiihrend des Insulin- 
schlafes dagegen nur 0,025°, betrug. Dieser von ihnen beobachtete 
Unterschied im Blutzuckergehalt bei natiirlichem Winterschlaf und 
bei Insulinschlaf zeugt ihrer Meinung nach gegen die Auffassung, dal 
der natiirliche Winterschlaf durch erhéhte Insulinsekretion verursacht 
wird. Dieses wird auch dadurch bestatigt, daB Insulininjektion (von 
weniger als 20 Einh.) bei winterschlafhaltenden Zieselméusen ein 
Erwachen hervorruft, das von kurzdauernden Kraimpfen begleitet wird 
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Es ist wohl kaum denkbar, da®B der natiirliche Winterschlafzustand 
: allen seinen AuBerungen dem kiinstlich hervorgerufenen Insulin- 
schlafzustand gleich ist. Der Winterschlaf ist eine auBerst komplizierte 
Erscheinung, und er ist selbstverstandlich nicht nur aut Anderungen in 
ler Insulinsekretion zuriickzufiihren. 

Es muB jedoch bemerkt werden, daB die erwihnten Befunde von 
lische, Fleischmann und Trevani, daB wahrend des natiirlichen Winter- 
schlafes bei Zieselmausen nur eine duBerst geringe Hypoglykamie 
iuftritt, wahrscheinlich dadurch bedingt sind, daB der Schlafzustand 
ler von ihnen untersuchten Tiere nicht tief war. 

Wie aus unseren in Tabelle I wiedergegebenen Befunden hervor- 
geht, ist der Blutzuckergehalt bei winterschlafhaltenden  Ziesel- 
méusen bedeutend vermindert. Diese Verminderung kann schon in 
den ersten Tagen der Schlafperiode festgestellt werden, jedoch ist sie 
bei langem, tiefem Winterschlaf besonders ausgesprochen. Bei Ziesel- 
maéusen, die in einem derartigen Zustande tiefsten Winterschlafes 
untersucht worden sind, schwankte der Blutzuckergehalt von 0,034 


Tabelle J. 


Chemische Bestandteile des Blutes von Zieselmiusen. 
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5) 


P 
Ges.-P 


Datum Bemerkungen 


léslicher P 
{ 


Versuchstier 
Glucosegehalt 


P der Hg PO, 
Saurelislicher 


In Séure nicht 


mg-° 9» mg-°/, mg-°'») mg- 


ts 


. XIT. 1929 0,034 12.6 41.8 292 55,5 13,7 2.54 

25. XII. 1929 25 0,060 10.5 26.5 16.0 3,43 
1.1930; 8, 0,086)12,8 242/114 51,3 27,1 |3,28 

I. 1930 0,089 5.0 21.0 16,0 50,0 29,0 2,65 
1.1930 3 0.048 10.8 30.8:19.5 69.0 29.7 4.0: 
1930 15 0,039 66 32,0 254 540 220 — 


Nach langem 
Schlaf im tiefen Schlaf- 
zustande getitet. 


. XII. 1929 16 0,036 12,05 33,5 21,5 - | 


IX. 1930 §£ 0,094 8.5 33,0 | 24.5 53.0 20,0 3.88 
2. IX. 1930 32 0,068 12.9 20,0 8,0 50.0 30,0 38,26 | Schliefen nur wenige 
IX. 1939) 33 0.100 80 - 47.1 - 38,16 | Tage 
1930 : 0,086 7,0 26.8 '19,8 46,0 19,2 3,78 


1929 0,104 7,5 19,5 12,0 53,0 38,5 3.44 

. 1930 0.143 16.0 94 55.1 39.1 3.40 | Kiinstlich geweckt und 
"1930 0.995 %.0 196 — 8,75 | sagietch gettie 

. 1930 22 0,085 — _ 50.0 2.68 

. 1930 21 0,209 5,0 37,0 32,0 71,2 | 34,2 3,08 )_ Kontrolltiere, Im 
7.193014 0,145! 6,7 36,1 29.4 74,0 37,9 2.91 |Frithling 2 bis 3 Wochen 
"1980 4.0190 53 360 307 701 3403121 ™ ws 


getitet. 
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bis 0,089°, wahrend er bei Kontrolltieren 0,145 bis 0,209°, betru 
Durchschnittlich betrug die Blutzuckermenge bei winterschlafhaltendey, 
Zieselmiusen (tiefer Schlaf) nur 27°, derjenigen von Kontrolltiere: 
(Abb. 1). 

Bei kiinstlich hervorgerufenem Erwachen der Zieselmause wachs' 
der Zuckergehalt des Blutes sogleich an, aber es dauert einige Zeit 
bis er die Norm erreicht. 

Bei winterschlafhaltenden Murmeltieren (Tabelle I) ist der Zucke: Vers 
gehalt des Blutes ebenfalls vermindert, jedoch ist diese Verminderuny jeda 
weniger ausgesprochen als bei Zieselmausen; und zwar betrug in unseren 





Untersuchungen der Blutzuckergehalt bei winterschlafhaltenden Murme! (eh 
tieren 0,044 bis 0,107 °(,, derjenige von Kontrolltieren 0,115 bis 0,157", als 1 


schy 
Tabelle II. 


Chemische Bestandteile des Blutes von Murmeltieren. 


tiere 
dure 
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P des 
Pyrophosphats 
Siurelislicher 
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léslicher P 


Zuckergehalt 


Versuchstier 


Bemerkungen 


A 
= 


, mg-°/o mg-°/, mg-%, mg-% 9 % mg-9/o mg-%/o nich 
Fra] 
hab 
Pho 


unte 


0,067 
0,075 
0,044 
0,107 
0,047 


20,1 | 454 25,3 2,69 22.2 23.4 0,95 


bo bo 


24| — - |—| 241 | 15,0 

222 41,6 194 287 231 194 1, 

27.3 48,5 21,2 3,05 30,9 12,0 2) 
55.8 37,0 2.60 20,0 14.6 
62,0 26,7 3,02 231 142 


1 
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haltende 
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“16 oc 


102.0 64,0 259 — — 

85,1 51,9 3,00 35. 8,2 4, 
- - — 386, 10.6 3,47 
62,2 28,1 2.88 34, 8.4 4,10 
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Biochemie des Winterschlafs. 


Phosphorverbindungen. 


Der Gehalt des Blutes an o-Phosphorséure ist bei winterschlaf- 
haltenden Zieselmausen erhdht (Tabelle I, Spalte 4); durchschnittlich 
erreicht er 175° 
schlafhaltenden Murmeltieren wurde keine Erhéhung des o-Phosphor- 


» desjenigen von Kontrolltieren (Abb. 1). Bei winter- 
sauregehalts des Blutes beobachtet. 

Der Gehalt des Blutes an saureléslichem Phosphor war in unseren 
Versuchen bei winterschlafhaltenden Zieselmiéusen in einigen Fallen, 
jedoch nicht regelmaBig, vermindert. 

Bei Murmeltieren war dagegen wahrend der Schlafperiode der 
Gehalt des Blutes an saureléslichem Phosphor bedeutend niedriger 
als bei Kontrolltieren (Tabelle II, Spalte 5). Die entsprechenden Werte 
schwankten in unseren Versuchen bei winterschlafhaltenden Murmel- 
tieren von 18,8 bis 35,3 mg-°,, bei Kontrolltieren von 34 bis 38 mg-° 
durchschnittlich betrugen sie bei ersteren etwa 69°, der bei letzteren 
yefundenen Menge. Da wahrend des Winterschlafes bei Murmeltieren 
keine Anderungen im o-Phosphat- und Pyrophosphatgehalt, des Blutes 
auftreten, so muB diese Verminderung des Gehalts an séureléslichem 
Phosphor durch den Schwund oder die Verminderung der Menge einer 
oder einiger organischer Phosphorverbindungen verursacht sein. 

Um zu erforschen, ob im Blute winterschlafhaltender Murmeltiere 
nicht auch qualitative Anderungen in der Zusammensetzung der 
Fraktion in Saure léslicher Phosphorverbindungen vorhanden. sind, 
haben wir die Geschwindigkeit der hydrolytischen Spaltung von 
Phosphorverbindungen des eiweifBfreien Blutextrakts in n HCl bei 100° 
untersucht. Die in Abb. 2 wiedergegebenen Hydrolysekurven (s. auch 





Abb. 2 
P-Abspaltung bei Hydrolyvse des 
eiweiffreien Blutextrakts in n HCl 
bei 100° 
I Kontrolltier (Nr. 3, Tabelle IIT) 
Il Winterschlaf haltendes Murmeltier 
(Nr. 13, Tabelle IIT). 
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Tabelle IIT) weisen darauf hin, daB waihrend des Winterschlafes wahr- 
scheinlich keine qualitativen Anderungen in der Zusammensetzung 
der Fraktion saureléslichen Phosphors auftreten. 

Bei winterschlafhaltenden Zieselmiusen ist der Gesamtphopshor- 
gehalt des Blutes vermindert (Tabelle I, Spalte 7), und zwar betrug 
er bei ihnen in unseren Versuchen 46 bis 60 mg pro 100 ccm Blut, bei 
Kontrolltieren dagegen 70,1 bis 74,2 mg-°;. Durchschnittlich ergibt 
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Tabelle III. 


H,; PO,-Abspaltung wahrend der Hydrolyse des eiweiBfreien Blutextrak's 
von Murmeltieren in n HCl bei 100°. 





—_— a hs — a P-Gehalt nach Hydrolyse Siure- 
a n sucnhs- 1osphor- ’ . on 
tier ane in HCl bei 100°¢ léslicher P Bemerkunge: 


1931 Nr mg-°/» 7 30’ 60' 120’ 180 mg-° 9 


19. I. 10 8,0 15,2 16,3 17,3 17,9 184 22.4) Wintersenta 


3. ILL. 13 8.8 . De 38 16.2 16.4 27.3 haltende 
10. ILL. 1 8.2 ‘5135 — 138 143 188 | Murmeltier 


19. IV. é 10,0 3 16,! 16,9 17,1 38,0 |) Kontrolitie 
23. IV. 5 9,5 | 15,3 16,0, 16,8 17,9 18,7, 33,2 || Rontreliten 


dies bei winterschlafhaltenden Zieselmaéusen et wa 75°, des bei Kontroll- 
tieren gefundenen Wertes (Abb. 1). Auch bei Murmeltieren ist wahrend 
der Schlafperiode der Gesamtphosphorgehalt niedriger als bei Kontroll 
tieren. Die entsprechenden Daten sind 41,6 bis 62,0 mg-°;, bzw. 62.2 
bis 102,0 mg-°%, (Tabelle II, Spalte 7). 

Die Menge der in Saure nicht léslichen Phosphorverbindungen 
welche durch Subtrahieren des siurelislichen Phosphors vom Gesamt- 
phosphor ermittelt wurde, ist wihrend des Winterschlafes im Blute 
von Zieselméusen sowie auch von Murmeltieren vermindert. 

Bei den sogleich nach kiinstlich hervorgerufenem Erwachen unter- 
suchten Zieselmausen war der Gehalt des Blutes an o-Phosphorsaure und 
an in Saure nicht léslichem Phosphor demjenigen von Kontrollziesel- 
miusen gleich. Der Gehalt an séureléslichem Phosphor war dabei 
vermindert (Tahelle I). 


Gesamtstickstoff. 


Der Gesamtstickstoffgehalt des Blutes ist wahrend der Schlaf- 
periode bei Zieselméusen und Murmeltieren demjenigen von Kontroll- 
tieren gleich. 


Kalium- und Calciumgehalt des Serums. 


Im Zusammenhang mit der auBersten Herabsetzung aller Lebens 
funktionen, durch die der Winterschlafzustand der Tiere gekennzeichnet 
ist, schien es uns von Interesse, zu untersuchen, ob der Gehalt des 
Blutes an K und Ca und das Verhaltnis K/Ca, dem wie bekannt eine 
bestimmte Rolle unter den regulatorischen Mechanismen des Organismus 
zugesprochen wird (Zondeck, Kraus u.a.), bei winterschlafhaltenden 
Tieren verandert ist. 

Wie aus Tabelle II hervorgeht, ist bei winterschlafhaltenden 
Murmeltieren der Kaliumgehalt des Serums niedriger als bei Kontroll- 
tieren, und zwar schwankte er in unseren Versuchen bei ersteren vor 
20 bis 31 mg-°%,, bei letzteren von 34,5 bis 36,8 mg-°,. Durchschnittlicl: 
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gibt dies bei winterschlafhaltenden Murmeltieren 67 °,, der bei Kontroll- 
tieren gefundenen Menge (Abb. 3). Der Calciumgehalt des Serums ist 
lagegen wahrend des Winterschlafes erhéht, und zwar betrug er bei 
winterschlafhaltenden Murmeltieren durchschnittlich 180°, der bei 
wachen Murmeltieren gefundenen Menge (Abb. 3). Die entsprechenden 
Werte sind 12,0 bis 23,4 mg-°,, bzw. 8,2 bis 10,6 mg-°,, (Tabelle II). 


7 Of 
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Abb. 3. 
Anderungen des K- und Ca-Gehalts 
im Serum von Murmeltieren wahrend 
des Winterschlafs. 





= Kontrolle. 
RY = Winterschlaf 


Das Verhaltnis K/Ca schwankte bei den winterschlafhaltenden 
Murmeltieren von 0,95 bis 2,57°%, bei Kontrolltieren dagegen von 
3.47 bis 4,33%. 


Zusammenfassung. 


1. Wahrend des Winterschlafes treten bei Zieselmausen und 


Murmeltieren erhebliche Anderungen in den chemischen Bestandteilen 
des Blutes auf. 


2. Bei winterschlafhaltenden Zieselméiusen ist der Blutzucker- 


gehalt bedeutend vermindert, durchschnittlich sinkt er auf 27°, der 
bei Kontrolltieren gefundenen Werte ab. Bei Murmeltieren ist wiaihrend 
des Winterschlafes der Blutzuckergehalt ebenfalls, wenn auch in 
geringerem Mabe, vermindert. 

3. Der o-Phosphorsaéuregehalt des Blutes ist bei winterschlaf- 
haltenden Zieselmausen erhéht, und zwar durchschnittlich etwa auf 
175°% im Vergleich zu demjenigen von Kontrolltieren. Bei Murmel- 
tieren blieb der o-Phosphorsiuregehalt des Blutes waihrend des Winter- 
schlafes unverandert. 

4. Der Gehalt des Blutes an séureléslichem Phosphor ist bei winter- 
schlafhaltenden und Kontrollzieselmausen gleich. 

5. Bei winterschlafhaltenden Murmeltieren ist der Gehalt des 
Blutes an séureléslichem Phosphor vermindert (jedoch nicht auf Kosten 
von Pyrophosphat, dessen Gehalt unverandert bleibt). 

6. Der Gesamtphosphorgehalt des Blutes ist bei winterschlaf- 
haltenden Zieselmiusen und Murmeltieren vermindert. 


Biochemische Zeitschrift Band 248. 








114 O. Feinschmidt u. D. Ferdmann: Biochemie des Winterschlafs. 


7. Wiahrend des Winterschlafes ist der Gehalt des Blutes an 
Saure nicht léslichem Phosphor bei Zieselmaiusen und Murmeltiere: 
vermindert. 

8. Sogleich nach dem Erwachen war bei Zieselmausen der Geha!t 
des Blutes an o-Phosphorsaéure und in Saéure nicht léslichem Phosph«, 
demjenigen von Kontrolltieren gleich. Der Gehalt des Blutes an sau 


léslichem Phosphor war vermindert. 


9. Der Kaliumgehalt des Serums ist bei winterschlafhaltende: 
Murmeltieren vermindert; der Calciumgehalt dagegen erhéht. Das 
Verhaltnis K/Ca schwankte wahrend des Winterschlafes von 0,95 bis Auto 





2,57 9 


»: bei Kontrolltieren dagegen von 3,47 bis 4,33°,. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 


cle I 
Das VILL. Mitteilung: 
bis \utokomplexkoazervation des Gummi arabicum-Sols bei Gegenwart eines 

desolvatatierenden Nichtelektrolyten. 

Von 
H. G. Bungenberg de Jong und K. C. Winkler. 

Soc, (Aus dem biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 
ven (Eingegangen am 10. Mdrz 1932.) 
rch, 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


1. Einteilung der Koazervation. 


Bevor wir uns dem eigentlichen Thema dieser Arbeit zuwenden, 


mochten wir einiges tiber die Einteilung der Koazervation voraus- 


schicken. In der zweiten Mitteilung! dieser Reihe wurde eine solche 


Einteilung der Koazervate in ,,einfache, an deren Bau nur eine Art, 


und in ,,zusammengesetzte*, an deren Bau zwei oder mehr Arten 


kolloider Teilchen teilnehmen, vorgenommen. Zur ietzteren Gruppe 
rechneten wir unter anderem die gewéhnliche Komplexkoazervation. 

Im Laufe unserer Untersuchungen wurde eine solche nur formelle 
Kinteilung als nicht dem Wesentlichen entsprechend immer mehr als 


iiberfliissig empfunden. 





Denn wir fanden, daB die Koazervation des negativen Gummi 
arabicum-Sols mit Hexolsalz und ebenso die des positiven Ichthyocollsols 


mit Kaliumferricyanid, obwohl es sich dabei nur um ,,einfache‘‘ Kaozer- 
vationen im obigen Sinne handelte, deutlich alle Eigentiimlichkeiten 
im Mechanismus zeigen, denen man bei der gewohnlichen Komplex- 


koazervation (also dei der ,,zusammengesetzten‘’ Koazervation) auch 


begegnet 2. 


Nach dem gegenwirtigen Stande der Untersuchung méchten wir 
eine solche Einteilung nach der Anzahl der verschiedenen Kolloid- 


substanzen vollig verlassen, und wenn wir noch die Bezeichnung einfache 


1 H. G. Bungenberg de Jong u. Ong. Sian Gwan, diese Zeitschr. 221, 


182, 1930. 
2 H.G. Bungenberg de Jong u. J. Lens, ebendaselbst 235, 185, 


Q* 
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Koazervation beibehalten, so ist daher nicht mehr die Einfachheit ce: 
stofflichen Zusammensetzung, sondern die des Mechanismus der y. 
bereitenden Vorgange gemeint, und zwar da} derselbe nur aus Deso! 
tation (gegebenenfalls bei gleichzeitiger Beseitigung einer kapil! 
elektrischen Ladung) besteht. 

Dieser méchten wir die Komplexkoazervation (in erweitertem Sine 
gegentiberstellen, bei der die Desolvatation durch einen kapilla: 
elektrischen Gegensatz erst erzwungen wird. 

Je nachdem diese direkte oder sekundar hervorgerufene Desolvat: 
tion nun durch hinzugefiigte molekulardisperse Stoffe oder durch di 
Gegenwart eines zweiten hydrophilen Kolloids hervorgerufen wird 
ergeben sich sodann die folgenden vier Typen: 


Einfache Koazervation. 

Typus 1: Dehydratation durch molekulardisperse Substanzen (z. B. das 
Aussalzen)'!. 

Typus II: (Gegenseitige) Dehydratation durch ein zweites hydrophil 
Kolloid? {z. B. die in konzentrierten Gemischen (auch gleic) 
sinnig geladener) hydrophiler Sole auftretenden Entmischungs 
erscheinungen]}. 


Komplexkoazervation (in erweitertem Sinne). 

Typus III: Dehydratation durch Ladungsgegensatz zweier gleichzeitig a1 
wesender hydrophiler Kolloide; Komplexkoazervation (11 
engerem Sinne)* (z. B. positive Gelatine negatives Gumi 
arabicum usw. ). 

Typus IV: Dehydratation durch Ladungsgegensatz an einerlei Art vo! 
Kolloidteilchen, hervorgerufen durch adsorbierte, entgege! 
gesetzt geladene lonen; Autokomplexkoazervation’ (z. 1 
Gummi arabicum-Sol + Hexolsalz). 


2. Der Koazervationsmischtypus I—IV und seine Bedeutung fiir die Biologic. 


Es mu ausdriicklich betont werden, daB diese vier Typen nach 
ihrem Mechanismus nicht unvermittelt nebeneinander stehen; es hande!t 


sich ja im allgemeinsten Falle sowohl um Solvatations- als auch um 


Ladungseinfliisse; in diesen Typen sind nur die in jedem Falle aus 


' Kine ausfiihrliche Untersuchung einiger hierhin gehérenden Koazervat 


systeme, zusammen mit L.Holleman und R.S. 1). Modderman, wird 


hoffentlich noch im Jahre 1932 in den kolloidchemischen Beiheften in de! 
Reihe ..Zur Kenntnis der lyophilen Kolloide** veréffentlicht werden. 
2 Die Aufklarung der Ursache dieses Koazervationstypus als eine! 
gegenseitigen Desolvatation wurde von Wo.Ostwald und R. H. Hert 
Kolloidzeitschr. 47, 158, 357, 1929, erbracht. 

% Diese Zeitschr. 212, 318, 1929; 221, 182, 1930; 221, 392, 1930; 221 
403, 1930; 232, 338, 1931; 2384, 367, 1931. 

4 Ebendaselbst 235, 185, 1931. 





Mitt 
Elek 
Vor 
der 

dare 
Glas 
best 
floe] 
Lich 
yon 
gefii 
Fest 
wur 
von 
die 

aufe 
stell 
Dah 
nich 
abzi 
Um 


hiles 
leich 


rigs 


logie. 


nhac h 
idelt 
um 


aus- 





Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. VITI. 117 


schlaggebenden Faktoren, die zur Koazervation fiihren, zum Ausdruck 
vebracht. 

In dieser und den nachstfolgenden Mitteilungen wird von einem 
Koazervationstypus die Rede sein, bei dem der zur Koazervation 
erforderliche Desolvatationszustand nur zum Teil aus einem durch 
einen Ladungsgegensatz (nach Typus IV) erzwungenen, zum anderen 
Teil aber von einem ebenfalls vorhandenen Nichtelektrolyten herriihrt. 

Gerade durch die Unterstiitzung des letzteren wird sodann unter 
Umstanden eine Autokomplexkoazervation schon mit niedrigerwertigen 
entgegengesetzt geladenen lIonen erméglicht, die ohne jene Unter- 
stiitzung (also beim rein wasserigen Sol) ausbleibt. In der vorliegenden 
\rbeit werden wir uns auf ein einfaches Beispiel beschrinken: Die 
Autokomplexkoazervation des Gummi arabicums bei Gegenwart der 
desolvatatierenden Nichtelektrolyten Aceton, Alkohol oder Athylacetat. 
Fir die Biologie (besonders fiir das Permeabilitaétsproblem) wichtig 
erscheinen uns die entsprechenden Koazervate des Lecithins mit Calcium- 
(bzw. Natrium-) Ionen, bei welchem natiirliche Begleitstoffe wie Chole- 
sterin, Triolein und Olsaure die Rolle von Desolvatationsmitteln iiber- 
nehmen. Von diesen wird in den nachtsfolgenden Mitteilungen IX, 
X und XI ausfiihrlicher die Rede sein. 


3. Material und Methodik. 


Das verwendete Gummi arabicum war das gleiche, das in der ersten 
Mitteilung! dieser Reihe beschrieben ist. Es enthielt nur sehr wenig freie 
Elektrolyte als Verunreinigung. Als Gegenionen der Doppelschicht sind 
vorwiegend Calciumionen vorhanden. Die Sole wurden durch Erwarmen 
der abgewogenen Menge mit destilliertem Wasser auf dem Wasserbad, 
darauffolgendes Zentrifugieren und Filtrieren des klaren Sols durch einen 
Glasfiltertiegel hergestellt. Der Gehalt wurde aus Trockengewichts- 
bestimmungen ermittelt. Fiir das Studium der Koazervations- bzw. Aus- 
flockungserscheinungen wurde mit dem Extinktiometer von. Moll die 
Lichtabsorption in Prozenten des einfallenden Lichtes durch eine Schicht 
von 10mm Dicke nach Vorschaltung einer Kiivette von 20mm _ Dicke, 
gefiillt mit gesaéttigter Alaunlésung, gemessen. Fiir die kataphoretische 
Feststellung des Umladungspunktes der Koazervattr6épfchen oder Flocken 
wurde eine mikroskopische Kiivette benutzt, die in ihren Grundziigen 
von H. R. Kruyt und P.C. van der Willigen® beschrieben ist. Es wurden 
die gemessenen kataphoretischen Geschwindigkeiten einer Reihe von 
aufeinanderfolgenden Neutralsalzkonzentrationen in einer graphischen Dar- 
stellung abgetragen und durch Interpolation der Umladungspunkt bestimmt. 
Dabei erwies es sich als niitzlich, in jener Darstellung diese Geschwindigkeiten 
nicht gegen die Konzentrationen selbst. sondern gegen ihre Logarithmen 
abzutragen. Daher sind in der folgenden Tabelle die Logarithmen der 
Umladungskonzentrationen mitgeteilt. 


1 Diese Zeitschr. 212, 318, 1929. 
2 Kolloidzeitschr. 44, 22, 1923, vgl. dort Abb. 9. 
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4. Ist die Ausflockung (Koazervation) von Gummi arabicum — Neutralsaly 
Aceton dem Koazervationstypus I einzureihen? 

Aus der Tatsache, daB verdiinnte Agar- (und auch Gummiarabicun 
Sole ihre Stabilitaét nicht einbiiBen, wenn sie einerseits durch nicht 
groBe Neutralsalzkonzentrationen entladen (elektroviskoser Effek: 
werden, andererseits, wenn sie bei Erhaltung der Ladung durch dev 
Nichtelektrolyten Alkohol (auch Aceton) in starkem MaBe desolvatatiert 
werden, jedoch bei Anwendung beider Eingriffe ausflocken (koaze: 
vieren), wurde von H. R. Kruyt! und dem einen von uns schon 192} 
folgende Stabilitatstheorie entwickelt: Bei den extrem hydrophiles 
Solen gibt es zwei Stabilitatsfaktoren. Jeder fiir sich kann, wenn e: 
allein vorhanden ist, seine Stabilitaét sicherstellen. Es gibt also ein 
Xeihe von koordinierten Entladungs- und Desolvatationszustanden, bei 
denen das Sol seine Stabilitat einbiiBt. 

Von vornherein wiirde man also geneigt sein, den Mechanismus 
dieser Ausflockung (Koazervation) dem des Typus I (vgl. unter | 
gleichzusetzen. 

Ware das nun der Fall, so ware folgendes zu erwarten: 

1. Im rein wasserigen Sel wiirde kein Neutralsalz in relativ geringer 
Konzentration Koazervation oder Austlockung hervorrufen. 

2. Bei Erhéhung der Acetonkonzentration miiBte dies so bleiben, 
bis zu einer kritischen Konzentration, bei der alle Neutralsalze eben 
auszuflocken (bzw. zu koazervieren) anfangen. 

3. Von dieser kritischen Acetonkonzentration an miiBte sich die 
Schulze-Hardysche Regel bestatigen. 

4. Es miiBte beim Steigen der Neutralsalzkonzentration nicht 
von neuem wieder eine Stabilitat des Sols auftreten. 

5. Die kataphoretische Ladung miBte asymptotisch auf Null 
herabsinken. 

Diese aufgezahlten Erwartungen bestatigten sich jedoch nicht, denn 

Zu 1. Schon friiher? beschrieben wir die Koazervation des Gummi 
arabicums mit Hexolsalz und ,,Platinsalz‘* und erkannten, daB dieselbe 
eine Autokomplexkoazervation ist. Dieser schlieBt sich die Ausflockung 
mit Thoriumnitrat an. 

Zu 2. Beim Steigen der Acetonkonzentration erscheint die Koazer- 
vation der Reihe nach von abnehmender Kationenvalenz (vgl. unten 
Abschnitt 5). 

Zu 3. Die Schulze-Hardy-Regel gilt zwar bei niedrigem Desolva- 
tationsgrad, aber nicht mehr bei starkem. Es werden im Gegenteil 
schlieBlich die sechs-, drei- und zweiwertigen Kationen Aquivalent 
(vgl. unten, Abschnitt 5 und 6). 


1 H.R. Kruytu. H.G. de Jong, Zeitschr. f. physik. Chem. 100, 250, 1922 
2 H.G. Bungenberg u. J. Lens, |. ¢. 
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Zu 4. Es treten bei geringem Desolvatationsgrad ,,unregelmaBige 
Reihen*’ (Koazervationstrajekte) auf (vgl. unten, Abschnitt 5). 

Zu 5. Die Koazervattrépfchen oder Flocken zeigen bei Erhéhung 
der Neutralsalzkonzentration Umladung (vgl. unten, Abschnitt 6). 

Damit muB die Auffassung dieser Koazervation (Ausflockung) 
ils zu dem reinen Typus I gehérig hinfallig werden. 


5. Das Auftreten von ,,unregelmabigen Reihen* mit Luteokobaltchlorid, 
Caleiumchlorid und Natriumehlorid. 


Es wurden Mischungsreihen der folgenden Zusammensetzung 
hergestellt : 

xeem Aceton + (23 — x) cem Neutralsalzlésung von variierter Kon- 
zentration + 2cem 1,09°,iges Gummi arabicum-Sol. 
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Abb. 1. Ausflockung (Koazervation) von 0,109°),igem Gummi 
variierter Zu 


chlorid, Calciumchlorid und Natriumehlorid, in Aceton-Wassergemischen von 
sammensetzung. 

Abszissen: Logarithmen der Neutralsalzendkonzentration 

Text in 


‘ht 


Ordinaten: Lichtabsorption in ° 9. 

Die bei den Kurven hinzugeschriebenen Zahlen geben den Zahlenwert von zx (vgl 

Bei r = 15 ist nur der ansteigende Ast reproduzierbar zu messen, der weitere Verlauf (1 
eingezeichnet) ist infolge starker Flockenbildung unregelmAbiig. 
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Nach einer Wartezeit von '/, Stunde wurde die Lichtabsorption mit 
dem Extinktiometer von Moll gemessen. 
Es zeigte sich nun, daB bis zu einer gewissen Acetonkonzentrati: 
keines der genannten Neutralsalze Instabilitat hervorruft, daB aber 
. P ¥ P ° . dita an ‘ 
bei geringer Uberschreitung jener Grenze Instabilitatstrajekte (,,un- 


® = , , i 
% Ailiten. | | Zz=-0 | 
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regelmaBige Reihen‘') erscheinen. Jene Grenze liegt um so hoher, je 
niedriger die Valenz des Kations ist. In Abb. 1 sind jene Absorptions 
kurven eingetragen. Die bei den einzelnen Kurven hinzugeschriebenen 
Zahlen geben den Zahlenwert von x an. 

Es zeigt sich im allgemeinen folgendes: 

Bei zunehmendem Wert von zx erhéht sich das Maximum de 
Triibungskurve, und zu gleicher Zeit findet eine geringe Verschiebuny 
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der Lage dieses Maximums in der Richtung der kleineren Neutralsalz- 
Lonzentration statt. Das Instabilitatsgebiet verbreitert sich dabei 
isehnlich. Bei etwas héheren Acetonkonzentrationen fallen schlieBlich 
ie ansteigenden Aste von Luteokobaltchlorid und Hexolsalz praktisch 
zusammen, und die Kurve von Calciumchlorid hat sich ihnen eng 


venahert. Man vergleiche auch Abb. 2. 


6. Umladung. 
Es wurden mit Hilfe der im Abschnitt 3 beschriebenen Methode 
die Konzentrationen ermittelt, bei denen Umladung der Koazervat- 
trépfchen oder Flockung stattfindet. Die Ergebnisse sind in Tabelle I 


zusammengestellt. 
Tabelle 1. 


Logarithmen der Neutralsalzkonzentrationen, bei denen Umladung 
stattfindet. 





a Caleiumehlorid Natriumehlorid 


Hexolsalz 
0,06 — 3 — 
0,02 — 3 — 
0,02 — 3 0,93 — 3 
3) _ - 
10 0,98 — 4 0,08 — 3 
12.5 0,90 — 4 0,88 — 4 
15 0,82 — 4 0,82 — 4 
17,5 0.60 — 4 0,60 — 4 
20 041—4 0,42 — 4 


Es sei sofort darauf hingewiesen, daB die Werte, die in Tabelle I 


und Abb.3 der Einfachheit halber als Umladungskonzentrationen 
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Abb. 3. 
Umladung des 0,109 °/) igen Gummi arabicums mit Hexolsalz, Luteokobaltchlorid, Calciumchlorid 
und Natriumechlorid in Wasser und Aceton-Wassergemischen 
Ordinaten: Logarithmen der Umladungskonzentrationen (in Aquivalenten im Liter). 
Abszissen: Mischungsverhiltnisse Wasser-Aceton in Vol.-°/, Aceton. 
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bezeichnet wurden, nicht ohne weiteres den Gleichgewichtskonzentra- 
tionen jener Salze gleichzusetzen sind, bei denen die kataphoretische 
Geschwindigkeit Null ist. 

So ist z. B. beim Hexolsalz jene Gleichgewichtskonzentration de: 
frei im Dispersionsmittel vorhandenen Hexolionen beim Umladungs- 
punkt duBerst gering!'. Die fiir Hexolsalz in Tabelle I angegebenen 
Werte sind daher ein MaB fiir die von der vorhandenen Menge Gummi 
arabicum aufgenommene Hexolionenmenge, welche zur Erreichung de: 
kataphoretischen Nulladung erforderlich ist. 

Fir die iibrigen Neutralsalze sind bei maBiger Acetonkonzentration 
aber jene Gleichgewichtskonzentrationen nahezu gleich den Umladungs 
konzentrationen, da die von den Teilchen aufgenommene Kationen 
menge, die fiir die Erreichung der kataphoretischen Nulladung er- 
forderlich ist, dieselben nur um wenig (in der GréBenordnung von 
1 Milliaquivalent) erniedrigt. Es wird nun die Adsorption der Kationen 
bei steigendem Acetongehalt stark begiinstigt; dahe: sinken die ,,Um- 
ladungskonzentrationen“‘ und erreichen selbst fiir die polyvalenten 
Kationen praktisch denselben Zahlenwert wie die des Hexolsalzes 
(z. B. bei Luteosalz von 50°, Aceton an, fiir Calciumchlorid bei etwa 
80°,, Aceton). 

Ist letzteres eingetreten, so haben die ,, Umladungskonzentrationen ‘ 
des Luteosalzes und des Calciumchlorids wiederum nur die Bedeutung 
der durch die vorhandene Menge Gummi arabicum aufgenommenen 
Kationenmengen, die zur Erreichung der kataphoretischen Nulladung 
erforderlich sind, wahrend die Gleichgewichtskonzentration der frei im 
Dispersionsmittel vorhandenen Kationen sehr gering geworden ist. 

Es wurde friiher auseinandergesetzt, daB ausgehend von der 
Voraussetzung, da} die Adsorption der polyvalenten Ionen an ionogene 
Stellen der Teilchen stattfindet, zur Erreichung jener kataphoretischen 
Nulladung unter sich aquivalente Ionenmengen adsorbiert werden 
miissen!. Dasselbe zeigt sich nun in Abb. 3 eben dadurch, daB die 
Gleichgewichtskonzentrationen bei steigenden Acetonkonzentrationen 
sehr stark sinken, so daB die ,,Umladungskonzentration’ zuletzt 
praktisch ein MaB fiir jene adsorbierten Ionenmengen darstellt. 

Bei aquivalenter Besetzung mit Natriumionen wiirde aber nur 
ein ungeladenes Teilchen entstehen kénnen. Dennoch findet, wie 
Tabelle I und Abb. 3 zeigen, auch Umladung mit Natriumionen statt 
Hier muB wohl eine Adsorption neben den ionogenen Stellen ebenfalls 
mit im Spiel sein. Es besteht aber ein schroffer Gegensatz zwischen den 
polyvalenten Kationen einerseits und dem monovalenten Natriumion 
andererseits. Erstere werden schlieBlich unter sich aquivalent, letzteres. 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. J. Lens, 1. ce. 
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a die Umladung durch einen anderen Mechanismus zustande kommt, 
icht. SchlieBlich muB noch auf den Verlauf der Hexolkurve hingewiesen 
werden. Da schon in rein wasserigem Sol die Hexolionen-Gleichgewichts- 
konzentration verschwindend klein ist, ware ein weiteres Absinken der 
Hexolkurve in Abb. 3 bei steigender Acetonkonzentration nicht zu 
erwarten. Auch die Luteo- und Calciumkurve wiirde nur zu diesem 
Niveau absteigen kénnen. Die Hexolkurve verlauft zwar nach 
Erwarten bis zu etwa 40°, Aceton nahezu horizontal, bei héherer 
\cetonkonzentration findet aber ein starkes Absinken statt. Das 
findet nun seinen Grund darin, daB das Gummi arabicum selbst bereits 


Calciumionen als Gegenionen der Doppelschicht enthalt, und dab 
dieselben gemaiB Abb. 3 eben von etwa 40°, Aceton an schon merklich 
angelagert werden. Dadurch nimmt scheinbar das ,,Aquivalent gewicht“ 


der ionogenen Oberflache ab, so daB niedrigere ,,Umladungskonzentra- 
tionen*’ getunden wurden. 

Diese Erklarung des Absinkens des Hexolniveaus wird dadurch 
unterstiitzt, daB in besonders dazu angestellten Versuchsreihen! mit 
,,Natriumarabinat“ (durch Permutieren der Calciumionen durch 
Natriumionen aus demselben Gummi arabicum-Praparat hergestellt) 
jenes Absinken des Hexolniveaus sehr viel kleiner ist. (Horizontal ist 
auch dann jene Kurve nicht, weil auch das Natriumion, wenn auch viel 
schwiacher als Calcium, doch deutlich adsorbiert wird.) 


7. Die autokomplexe Natur der mit Neutralsalz — Aceton auftretenden 
Koazervation (oder Ausflockung). 

Die Tatsache, daB bei maBigen Desolvatationsgraden mit den 
niedrigerwertigen Kationen Instabilitatstrajekte auftreten und daB in 
diesen Trajekten Umladung statttindet, laBt vermuten, daf bei der 
kataphoretischen Nulladung die kolloide Substanz nur nach auBen 
hin ungeladen erscheint. Es ist also anzunehmen, daB nebhen den ur- 
spriinglichen negativen Ladungen sie nach auBen kompensierende 
positive Ladungen vorhanden sind, daB es sich also eigentlich um 
Autokomplexkoazervation handelt. Man darf also erwarten, dal die 
Eigentiimlichkeiten der Autokomplexkoazervation, die wir fiir das 
rein wasserige Sol mit Hexolsalz in der vorangehenden Mitteilung? 
schon beschrieben haben, sich hier bei maéBigem Desolvatationsgrade 
wiederfinden werden. 

! Die vorliegende Abhandlung gibt nur in sehr abgekiirzter Form die 
Ergebnisse einer ausfiihrlicheren Arbeit wieder. Es sind mehrere Messungs- 
reihen, die zu ihr gehoéren, hier nicht beriihrt worden. Es besteht die Absicht, 
dieselben, hoffentlich noch in diesem Jahre, in der Reihe ..Zur Kenntnis 
der lyophilen Kolloide*‘ in den Kolloidchemischen Beiheften zu ver6ffent- 
lichen. 

2 H.G. Bungenberg de Jong u. J. Lens, |. ce. 
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Weiterhin untersuchten wir daher: 

a) Das Verhalten der Koazervattrépfchen im elektrischen Gleich 
stromfelde. (Es werden Desintegrationserscheinungen auftreten miissen 

b) Die Aufhebung der Koazervation durch zugesetzte Neutralsalze. 
(Es werden dabei die Valenzreihen sowohl der Kationen als auch de: 
Anionen auftreten miissen.) 


a) Desintegrationserscheinungen im elektrischen Gleichstromfelde. 


Es ist nur bei ziemlich geringem Desolvatationszustand méglich, 
gut fliissige Koazervattropfen zu erhalten. Bei etwas gréBerer Aceton- 
konzentration erhalt man nur Kliimpchen oder ,,Flocken“. 

Fir die Untersuchung im elektrischen Felde sind geniigend groBe 
und gut fliissige Koazervattropfen erforderlich. 

Folgender Weg fihrt zum Ziele: 

1 Volumen 3°,iges Gummi arabicum-Sol + 1 Volumen 0,2 n Calcium 
chloridlésung wird mit Aceton eben zum Ausflocken gebracht, dann wird 
sehr vorsichtig Wasser zugetropft, bis die Flocken nicht mehr an der Glas 
wandung kleben. Mikroskopisch zeigt sich dann der Ubergang Klumpen 
+> Tropfen. Bei geniigend fliissiger Beschaffenheit der Tropfen zeigen diese 
dann die fiir positive Autokomplexkoazervattr6épfchen kennzeichnende 
Bildung eines Kranzes von sehr kleinen Trépfchen an der Seite der positiven 
Elektrode. 

Wiahrend beim Aceton als Desolvatationsmittel das Verhaltnis 
Aceton : Wasser sehr kritisch ist, ist dies viel weniger beim Propy!- 
alkohol der Fall. 

Sowohl mit Hexolsalz als auch mit Calciumchlorid wurden die 
obigen Erscheinungen beobachtet. Mitunter zeigt sich auch der Biichner- 
Effekt. 

' Besonders interessant ist nun, daB das Koazervat mit Natrium- 
chlorid + Propylalkohol auch ein Autokomplexkoazervat ist. (1 Volumen 
3% iges Sol + 1 Volumen 0,2 n Natriumchlorid + Propylalkohol, eben 
ausflocken, darauf Wasser zutropfen.) 

Es wurden an diesen negativen Koazervattropfen alle die Er- 
scheinungen wahrgenommen, die wir friiher! beschrieben haben: 

a) Biichner-Effekt, 

b) Vakuolisation, 

c) Aquatorialscheibe, 

d) Rotationsstr6mungen, 

e) Vakuolenverschiebung und Vakuolenaustritt an der Stelle der 

positiven Elektrode, 

f) Bildung eines Kranzes von sehr kleinen Tropfen an der Seite der 

negativen Elektrode. 


! Diese Zeitschr. 221, 403, 1930. 
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Ahnliche Erscheinungen wurden auch bei der Desolvatation mit 
Methyl- und Athylalkohol und mit Athyllactat beobachtet, bei denen 
in gréBeren Ziigen dieselben Verhaltnisse vorlagen wie mit Aceton. 


)) Die Aufhebung der Autokomplexkoazervation durch andere gleichzeitig 
anwesende Neutralsalze. 

Wahrend im rein wasserigen Milieu die Autokomplexkoazervation 
des Gummi arabicum-Sols mit Hexolsalz mit Neutralsalzen aufgehoben 
werden kann, die selbst keine Autokomplexkoazervation hervorrufen, 
gilt dasselbe fiir die mit Luteosalz oder Calciumchlorid bei geniigendem 
Desolvatationszustande hervorgerufene Autokomplexkoazervation. 

In der untenstehenden Ubersichtstabelle bedeuten die Zahlen- 
kombinationen Typen von Neutralsalzen, wobei die erste Zahl die 
Valenz des Kations, die zweite Zahl die Valenz des Anions angibt. 
Solange die Alkalikationen selbst noch keine Autokomplexkoazervation 
hervorruten, ist also die normale Reihenfolge der Anionen zu erwarten. 

Die Reihe der Kationen bei der Aufhebung wird aber bei zu- 
naehmendem Desolvatationsgrad immer mehr eingeschrankt. 


Tabelle Il. 


Ubersicht. 





Autokomplexkoazervation Normale Reihenfolge der Normale Reihenfolge der 
moglich mit Kationen bei der Aufhebung Anionen bei der Aufhebung 


1 3—1>: 3>1 
l: § - l 7 ‘ £ i, 1 ‘ 
$14; 2—1 i> 1 
Zur Erlauterung wird auf Abb. 4 verwiesen, in der der EinfluB 
von Natriumcehlorid, Calciumchlorid und Natriumsulfat auf die Auto- 
komplexkoazervation mit Luteokobaltchlorid mit steigendem Desolvata- 
tionsgrad wiedergegeben ist. 
Die Mischungen hatien folgende Zusammensetzung : 
5cem Luteokobaltchlorid, n/100 + 2 cem Aceton + (18 x) Neutral- 
salzl6sung von variierter Konzentration + 2 cem Sol. 
Fir x = 6 findet man die normalen Reihenfolgen 
CaCl, _ 


» 


NaCl 


und 


Na, SO 
2 4 y ‘ 
, > NaCl. 


) 


Bei Zunahme von x bleibt die Reihenfolge der Anionenvalenz erhalten. 
Die Calciumchloridkurve verschiebt sich zur Natriumchloridkurve, 
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wobei die normale Reihenfolge zuletzt nur noch bei den kleinen Ko) 


zentrationen erhalten bleibt, 
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Aufhebung der Autokomplexkoazervation mit Luteokobaltchlorid (konstant 2 Milliiquivalenté 
und Natriumsulfat bei zunehmendem Desolvatations 


durch Natriumchlorid, Calciumehlorid 


zustande (mit Aceton). 
Ordinaten: Lichtabsorption in °/9. 
Abszissen: Logarithmen der Neutralsalzendkonzentration (in Aquivalenten im Liter). 
Die Lichtabsorption mit 2 Milliiquivalenten Luteokobaltchlorid ohne Neutralsalzzusatz wir 
durch eine horizontale gestrichelte Linie angegeben. 
Calciumehlorid gibt ohne Luteosalz von z = 7,5 an schon fiir sich Autokomplexkoazervatior 
(gestrichelte Kurve), ebenso Natriumchlorid bei x = 9 (gestrichelte Kurve) 
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die letztere schneidet und im weiteren Verlauf sich zuletzt nahe an 
die anschlieBt, die Calciumchlorid ohne Luteokobaltchlorid zeigt. 
(Gestrichelt eingezeichnet.) 

Bei x = 9 ruft auch Natriumchlorid fiir sich schon eine Auto- 
komplexkoazervation hervor. Wie zu erwarten, schlieBt sich die Auf- 
hebungskurve der letzteren Kurve wieder nahe an. 

Wird aber die Autokomplexkoazervation mit Natriumchlorid 
intensiver, wie bei x = 10, so braucht die Aufhebungskurve nicht mehr 
zuerst vollige Aufhebung zu ergeben, sondern es kann nur ein Triibungs- 
minimum vorhanden sein. Das zeigt uns Abb. 5, wo die Aufhebung 
der Calcitum-Autokomplexkoazervation untersucht wurde. 








Abb. 5. 


Aufhebung der Autokomplexkoazervation mit Caleciumchlorid (konstant 4 Milliaquivalente) durch 
Natriumchlorid, Natriumthiosulfat und methantrisulfosaures Kalium bei z = 10 cem Aceton. 
Ordinaten, Abszissen und horizontale gestrichelte Linie wie in Abb. 4. 

Die mit Natriumehlorid ohne Caleiumchlorid auftretende Koazervation ist gestrichelt ein- 
ge7richnet. 


Zusammensetzung der Mischungen: 

5 cem 0,020 n Caleitumchloridlésung + 10 cem Aceton + 8 ccm Neutral- 
salzl6sung von variierter Konzentration + 2 ccm Sol. 

Wahrend die Natriumchloridkurve nicht mehr véllig zur Abszissen- 
achse sinkt und dann schroff ansteigt, ist ersteres mit den beiden anderen 
Salzen wohl zu erhalten. 

Es liegt also die normale Anionenreihenfolge vor: 

K,CH(SO,),_ Na, S,O 


: ~ => NaCl. 


8. Zur Theorie der oben beschriebenen Autokomplexkoazervation. 


In der sechsten Mitteilung! wurde auseinandergesetzt, daB das 
innere Gleichgewicht eines gewéhnlichen Komplexkoazervats in der 
Gegenschaltung einer effektiven Anziehung (von den entgegengesetzten 


Ladungen ausgehend) und einer effektiven AbstoBung (von dem Sol- 


1 Diese Zeitschr. 234, 367, 1931. 
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vatationsbestreben der Teilchen herriihrend) zu suchen ist.  Wird 
besonders die effektive Anziehung herabgesetzt (Entladung durc! 
hinzugefiigte Neutralsalze), so ist bei gegebener Solvatationsneigung 
bei Unterschreitung eines bestimmten Wertes keine Komplexkoaze: 
vation mehr mdglich. 

Dasselbe ist nun auch auf die Autokomplexkoazervation zu_ iibe: 
tragen. Die einfachste Erklarung der in dieser Arbeit mitgeteilte) 
Erscheinungen ware wohl folgende: 

Nicht nur das Hexolkation, sondern auch die niedrigerwertigen 
Kationen werden an der Teilchenoberflache adsorbiert, und es entsteht 
damit der fiir Autokomplexkoazervation iiberhaupt erforderliche 
Ladungsgegensatz. Jener Ladungsgegensatz reicht offenbar im rein 
wisserigen Milieu nur aus, um dem Solvatationsbestreben in ge 
nigendem Mabe entgegenzuwirken, falls das adsorbierte lon das Hexolion 
ist, nicht aber, wenn es sich um Luteokobalti-, Calcium- oder Natriumion 
handelt. Die Autokomplexkoazervation tritt mit letzteren aber woh! 
in Erscheinung, wenn das Solvatationsbestreben durch hinzugefiigtes 
Aceton in geniigendem Mabe herabgesetzt ist. Dabei ist eine um so 
gréBere Desolvatation erforderlich, je mehr die Valenz des Kations 
abnimmt (die Autokomplexkoazervation tritt mit dreiwertigem Ket' 
mit 2 = 5 eben in Erscheinung, mit zweiwertigem on i 
erforderlich, und mit einwertigem Ion braucht man sogar 2 == 9, vgl 
Abb. 1). 

Es gehért somit die Autokomplexkoazervation mit Hexolsalz zum 
reinen Koazervationstypus IV, die mit den niedrigerwertigen Kationen 
zum Mischtypus IV—I (vgl. Einleitung). 

Woher stammt nun der grobe Unterschied zwischen dem Ver 
halten des Sols gegentiber Hexolion und den drei-, zwei- und einwertigen 
Kationen? Er ist wohl so zu erklaren, daB die maximale effektive 
Anziehung, die durch Adsorption jener lonen zustande kommt, in de! 
Reihenfolge von abnehmenden Kationenvalenzen stark abnehmen mul}. 

Es wurde schon friiher gezeigt, daB die Konzentration der frei im 
Dispersionsmittel vorhandenen Hexolionen, die mit einer aquivalenten 
Besetzung der Teilchenoberfliche mit adsorbierter Hexolionen im 
Gleichgewicht steht, beim Umladungspunkt wohl duBerst gering 
sein mub. 

In besonders zu diesem Zwecke angestellten genauen, hier aber 
nicht mitgeteilten Versuchen wurde eine genaue Massenadquivalenz ft: 
die Erreichung jenes Umladungspunktes mit Hexolsalz in einem weiten 
Bereich der Gummi arabicum-Konzentration sichergestellt. 

Eben durch diese geringe Gleichgewichtskonzentration biBen die 
noch vorhandenen negativen kapillarelektrischen Ladungen nur wenig 
von ihrer Intensitaét ein, und kénnen die angehefteten Hexolionen 7) 
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kraftigen kapillarelektrischen Ladungen von entgegengesetztem Vor- 
eichen veranlassen. Daraus ergibt sich eine kraftige effektive Anziehung, 
die offenbar das Solvatationsbestreben iiberwinden kann: Hexolsalz 
eigt den reinen Typus IV. Wie aus dem Verlauf der iibrigen Kurven 
ler Abb. 3 zu ersehen ist, sind, falls es tiberhaupt in rein wasserigem 
Milieu noch zur Umladung mit drei-, zwei- und einwertigem Kation 
kommt?!, jedenfalls ansehnliche Gleichgewichtskonzentrationen — er- 
forderlich, und zwar um so gréBere, je mehr die Valenz des Kations 
abnimmt. Selbst bei aquivalenter Besetzung der Teilchenoberflache 
werden also die kapillarelektrischen Ladungen und damit die effektive 
\nziehung um so kleiner ausfallen, je mehr die Kationvalenz abnimmt. 

Ein Hinzufiigen des Desolvatationsmittels Aceton hat nun zwei 
Folgen, die fiir die Erzwingung der Autokomplexkoazervation mit den 
niedrigerwertigen Kationen giinstig sind: 

1. Abnahme des Solvatationsbestrebens. 

2. Erniedrigung der Gleichgewichtskonzentrationen, wodurch bei 
demselben Adsorptionszustand die beiden entgegengesetzten kapillar- 
elektrischen Ladungen héher ausfallen, also: Zunahme der effektiven 
Anziehung (ausgesprochen beim Luteokobaltchlorid und Calcium- 
Hani !), 

‘wis. m Desolvatationsgrad, und zwar bei um so starkerer 
Desolvatation, je mehr die Valenz des Kations abnimmt, wird also 
durch Erniedrigung des Desolvatationsbestrebens und _ gleichzeitige 
Erhéhung der effektiven Anziehung Autokomplexkoazervation még- 
lich, welche in rein wiasserigem Milieu nicht zustande kommen konnte. 


Fiir die allgemeine Theorie der Autokomplexkoazervation des 
Typus IV—I sei hinzugefiigt, daB der zweitgenannte EinfluB, der von 
Aceton (auch Athylalkohol und Athyllactat) ausgeht, nicht fiir alle 
Desolvatationsmittel gilt. In dieser Beziehung sei auf die niachst- 
folgende Mitteilung IX tiber Autokomplexkoazervation des Lecithins 
verwiesen. 

Zusammenfassung. 

1. Es wurde die friiher vorgeschlagene Einteilung der Koazervation 
nach der Anzahl verschiedener Kolloidsubstanzen, die im Koazervat 
vorhanden sind, durch eine andere ersetzt, die mehr dem Wesentlichen 
entsprechend an den Mechanismus der vorbereitenden Desolvatations- 
vorgange ankniipft. 

2. Wahrend Hexolsalz im rein wisserigen Milieu Autokomplex- 
koazervation des Gummi arabicum-Sols hervorruft, sind Luteokobalt- 


! Mit dieser Frage werden wir uns in der nachstfolgenden Mitteilung LX, 
Autokomplexkoazervation des Lecithins, weiter beschaftigen. 


Biochemische Zeitschrift Band 248. 9 
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chlorid, Calciumehlorid und Natriumchlorid dazu nicht befahigt. \\i; 
letzteren Neutralsalzen gelingt sie jedoch auch bei geniigende: 
Desolvatation (mit Alkohol, Aceton oder Athyllactat). 

3. Der Reihe nach treten bei zunehmender Desolvatation mit 
Aceton Koazervationstrajekte mit Luteokobaltchlorid, Caleiumchlorid 
und Natriumehlorid auf. 

4. Hinzugefiigte Neutralsalze wirken, falls sie selbst noch kein 
Autokomplexkoazervation hervorrufen, aufhebend, wobei sowohl die 
Reihe der Kationenvalenz als auch die der Anionenvalenz auftritt. 

5. Wenn das Koazervat geniigend fliissig ist, zeigt es im elektrischen 
Gleichstromfelde die typischen Desintegrationserscheinungen. 

6. Die kataphoretischen Umladungskonzentrationen sinken bei 
fortschreitender Desolvatation mit Aceton stark und werden zuerst 
fiir das Luteokobaltchlorid, spater fiir das Caleciumchlorid nahezu 
aquivalent mit Hexolsalz. 

7. In jenen Konzentrationsgebieten handelt es sich aber nur um 
scheinbare Konzentrationen. Sie haben dort nur die Bedeutung von 
Ionenmengen, die untereinander und mit der vorhandenen Gummi 
arabicum-Menge aquivalent sind. 

Die Natriumchlorid-Umladungskurve zeigt aber einen anderen 
Verlauf. 

8. Die Erzwingung der Autokomplexkoazervation mit den niedriger- 
wertigen Kationen durch hinzugefiigtes Aceton beruht auf zwei Um- 
standen: 

a) Das Aceton bewirkt eine Abnahme des Solvatationsbestrebens 


b) Das Aceton erhéht die Adsorption der positiven Ionen, so dal 


eben durch die dadurch geringer werdenden erforderlichen 
Gleichgewichtskonzentrationen die beiden entgegengesetzten 
kapillarelektrischen Ladungen héher ausfallen; also bewirkt das 
Aceton eine Zunahme der optimalen effektiven Anziehung. 

9. Die Autokomplexkoazervation, die nur bei einer gewissen 
Reihe von koordinierten Werten von effektiver Anziehung und Sol- 
vatationsbestreben (= effektive AbstoBung) bei Gegenwart von ge- 
niigend Aceton méglich wird, gelingt daher mit den niedrigerwertigen 
Kationen, weil die Faktoren a) und b) unter 8. zu der Méglichkeit einer 
Ausbalanzierung von effektiver Anziehung und effektiver AbstoBung 
fiihren, waihrend letztere in rein wasserigem Milieu zu weit verschieden 
sind. 

10. Der zweitgenannte Faktor unter 8. trifft nicht bei allen Deso!- 
vatationsmitteln zu. 
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IX. Mitteilung: 


\utokomplexkoazervation des Lecithinsols! in rein wisserigem Milieu und 
bei Gegenwart von gewissen wasserléslichen DesolvatationsmittelIn. 


Von 
H. G. Bungenberg de Jong und R. F. Westerkamp. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 10. Mdrz 1932 
Mit 10 Abbildungen im Text. 
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' Unter ,,Lecithin*’ werden in dieser und den beiden folgenden Mit- 
teilungen die in den verschiedenen Handelspraparaten vorliegenden Ge- 
mische von Kephalin und Lecithin verstanden (vgl. dazu H.G. Bungenberg 
de Jong u. R. F. Westerkamp, diese Zeitschr. 234, 347, 1931, Abschnitte 1, 
2 und 3. 
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1. Einleitung. 

In einer orientierenden Arbeit! iiber die Kolloidchemie des Lecit hii). 
wurde gezeigt, dab Sole von gereinigtem Lecithin mit Hexolsalz ei) 
Flockungszone zeigen. 

Nach den Erfahrungen mit Gummi arabicum-Sol, bei dem Hexolss 
Autokomplexkoazervation? hervorruft, war zu erwarten, dab dj, 
Flockung des Lecithins eine ,,Autokomplexflockung™ (d. h. eine Aut. 
komplexkoazervation, bei der die Koazervattrépfchen nicht geniige:| 
wasserreich sind, um in kurzer Zeit zu mikroskopisch sichtbaren Tropfen 
zusammenzuflieBen) ist. Im ersten Abschnitt werden wir jene Ver- 
mutung  bestiatigt finden. 

In der vorangehenden Mitteilung VIII? wurde iiber den Koazerva 
tionsmischtypus IV 1! (Autokomplexkoazervation des Gummi 
arabicums mit niedrigerwertigen Kationen bei Gegenwart eines desolva 
tierenden Nichtelektrolyten) berichtet. Wiahrend unsere Sole von 
gereinigtem Lecithin gegeniiber Luteokobaltchlorid, Calciumehlorid 
(und Natriumchlorid) stabil sind, kénnen mehrere organische Stoffe 
die Bereitschaft zur Autokomplexkoazervation mit jenem Neutra! 
salzen herbeifiihren. 

Die Stoffe gehéren den verschiedensten Stoffklassen der organi 
schen Chemie an, und es finden sich bei ihnen, was ihr Léslichkeits 
verhalten in Wasser betrifft, alle méglichen Abstufungen. 

So befinden sich darunter: 

Mit Wasser in allen Verhaltnissen mischbare Fliissigkei‘ on 
(Alkohol, Aceton, Athyllactat). 

Mit Wasser teilweise mischbare Fliissigkeiten (Ather, Benzy!- 
alkohol, Anilin). 

In Wasser praktisch unlésliche Flissigkeiten (Triolein, Olsaure) 


a 


_ 
- 
— 


Cc 


d 


— 


In Wasser sehr gut lésliche feste Kérper (Resorcin, Chlor 
alhydrat). 

e) In Wasser wenig lésliche feste Kérper (Menthol). 

f) In Wasser praktisch unlésliche feste Kérper (Cholesterin). 


Mit den unter a), b), d) und e) genannten Substanzen ist jene 
Bereitschaft zur Autokomplexkoazervation durch Zugabe (einer Lésung 
oder Schiitteln mit Krista!len) zum rein wasserigen Lecithinsol zu 
erzielen. 


1 Siehe FuBnote auf voriger Seite. 

* H.G. Bungenberg de Jong u. J. Lens, diese Zeitschr. 235, 185, 1931; 
vgl. 235, 174, 1931. 

3 H.G. Bungenberg de Jong u. K.C. Winkler, ebendaselbst 248, 115, 
1932. 
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Nicht aber gelingt dies wegen der praktischen Unldéslichkeit mit 
len unter c) und f) genannten Stoffen, die in der alkoholischen Lésung 
des gereinigten Lecithins gelést werden miissen, bevor dasselbe in 
heiBes Wasser eingeriihrt und dann dialysiert wird. 

In der vorliegenden Arbeit werden wir uns auf die Autokomplex- 
koazervation bei Gegenwart der unter a), b), d) und e) genannten 
Substanzen beschranken. Besonders die Bereitschaft zur Autokomplex- 
koazervation mit Alkohol, Aceton und Resorcin wurde eingehender 
untersucht. 

In der nachstfolgenden Mitteilung X wird dann die Autokomplex- 
koazervation des Lecithins unter Mitwirkung der unter c) und f) ge- 
nannten Stoffe beschrieben werden. Dieselbe halten wir fiir die Biologie 
von groBer Bedeutung. Es sei schon hier bemerkt, daB die Autokomplex- 
koazervation mit den beiden Gruppen von Substanzen [a), b) d) und 
e) sowie c) und f)] in allen wesentlichen Merkmalen iibereinstimmt. 
Das ist von groBer Bedeutung fiir die Beantwortung der Frage, wie 
jene in Wasser unldéslichen Substanzen in das Lecithinteilchen ein- 
verleibt sind, und wie sie die Bereitschaft zur Autokomplexkoazer- 
vation herbeifiihren. Mit dieser Frage werden wir uns in einer weiteren 
Mitteilung XI befassen, in der besonders von den Autokomplexkoazer- 
vaten selbst und deren Bedeutung fiir die Biologie die Rede sein wird. 


2. Herstellung der Lecithinsole. 
Wir gingen von den folgenden Handelspraparaten aus: 
Lecithinum purum Riedel (Sojabohnenlecithin), 
Lecithin aus Eigelb Schering-Kahlbaum, A.-G., 
iiber die in einer vorangehenden Mitteilung! naihere Besonderheiten 
mitgeteilt wurden. 

Die Sole wurden hergestellt durch Einriihren der etwa 5°,,igen athyl- 
alkoholischen Lésungen in die vierfache Menge destillierten Wassers bei 
80° mit Hilfe der friiher beschriebenen Apparatur' und darauffolgende 
Entfernung des Alkohols durch etwa zweitigige Dialyse (Sterndialysator 
hei 6°). 

Die fiir die Solherstellung verwendete Menge Lecithin wurde vorher 
einer Reinigung unterworfen. 


Reinigung des Sojabohnenlecithins. 


8g Lecithin, gelést in 32cem Ather, wurden mit 160cem Aceton 
gefallt, mit 80cem Aceton nachgewaschen, von neuem in Il6cem Athet 
gelést, mit 80ccm Aceton niedergeschlagen und mit 40 cem Aceton nach- 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. R.F. Westerkamp, |.c. Es wurden die 
dort beschriebenen Praiparate B und E fiir diese Untersuchung als Ausgangs- 
material verwendet. 
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gewaschen. Die letztere Umfallung wurde noch zweimal wiederholt, da: 
wurden im Vakuurm bei 80° schnell die anhaftenden Mengen Aceton 
Ather (etwa 20 Minuten mit der Wasserstrahlpumpe) praktisch beseit iyi 
Durch Wagung der Glasflasche (etwa 300 cem-Flasche), deren Gewich! 
bekannt war, wurde die Ausheute an umgefalltem Lecithin ermitt: 
Dieselbe betrug etwa die Halfte der in Arbeit genommenen Lecithinmeng: 
Es wurde nun soviel Athylalkohol zugegeben, daB eine etwa 5° ,ige Lecithi: 
lésung entstehen muBte. Durch gelindes Erwairmen auf etwa 60° wu 
die Hauptmenge in Lésung gebracht und darauf wieder auf Zimme 
temperatur abgekiihlt, wobei sich eine gewisse Menge Lecithin am Glas: 
absetzte. Die Lésung wurde nun kalt filtriert und dann fiir die Solbereituny 
verwendet. Wahrend der Dialyse nimmt das Sol mit der Zeit betrachtlic! 
an Volumen zu, so da8 nur etwa '/,° ige Sole entstehen. 
Es wurden vom gereinigten Sojabohnenlecithin folgende Einzelsole 
hergestellt : 
Sol 10*: Dialyse 24 Stunden, Trockengewicht 0,49°,, 
HM: i“ 48 oe po 0,335 °%, 
12: ee 18 a ‘ 0,555 %, 
13: a Oe ‘i 0.436 °°, 


Die Sole sind nach der Dialyse vollkommen klar. 


Reinigung des Eilecithins. 


Wie friiher* mitgeteilt wurde, gelingt die Solbereitung mit dem 
ungereinigten Eilecithin von Schering-Kahlbaum iiberhaupt nicht, woh! 
aber nach wiederholter Umfallung der atherischen Lésung mit Aceton 
Die Bildung der hydrophilen Sole des Eilecithins gelang befriedigend 
erst durch Benutzung von Isopropylalkohol statt Athylalkohol als 
Lésungsmittel des Lecithins. Demgegeniiber steht der Nachteil, dab 
die Entfernung des Isopropylalkohols durch Dialyse bedeutend langere 
Zeit (etwa viermal 24 Stunden) erfordert gegeniiber Athylalkohol, de: 
rasch (etwa in 24 Stunden) entfernt wird. Es wurde nun gefunden 
daB eine der Ather-Acetonbehandlung vorangehende Abscheidung des 
Lecithins durch Hinzugabe von Aceton und Wasser zu der athy!- 
alkoholischen Lésung eine merkliche Verbesserung mit sich bringt 
und damit von [sopropylalkohol als Lésungsmittel abgesehen werden 
konnte. 

Die Reinigung gestaltete sich wie folgt : 


10g Lecithin aus Eigelb: wurden unter Schiitteln in einem Gemisc! 
von 100cem Athylalkohol und 100cem Aceton kalt gelést. Die Lésuny 
wurde von den darin schwebenden weiBen Flocken in einen Scheidetrichte: 


* Die laufende Nummer der Lecithinsole fangt mit 10 an, dies dient 
zur Unterscheidung der neun friiher beschriebenen Lecithinsole. H.( 
Bungenberg de Jong u. R. F. Westerkamp, |. ¢. 
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filtriert und zuletzt 100 cem destilliertes Wasser zugegeben, wobei das 
ithin sich als doppelbrechende, sehr zahe Fliissigkeit abscheidet. Da 
las Lecithin sehr dazu neigt, sich an der Trennungsflache Ff liissigkeit /Luft 
susammeln und dadurch eine voluminése Schaummasse mit sehr viel 
haftender Fliissigkeit entsteht. falls man das Gemisch durcheinander- 
schiittelt, ist die Zumischung des Wassers durch Drehen des schrag ge 
iltenen, Scheidetrichters um seine Achse zu bewirken. 

Vorteilhaft ist ferner die Verwendung von ausgekochtem, destilliertem 
\\ asser. 

Man 1a8t die Mischung '/, Stunde ruhig stehen, bringt sie dann kurz 
in kraftige Drehung. worauf sich die Hauptmasse des abgeschiedenen 
Lecithins mit Luft als ziemlich kompakter Schaum an der Oberfliache 
ansammelt. (Kraftiges Schiitteln ist wieder zu vermeiden.) Nun 1labt 
man die triibe untere Fliissigkeit ab und wascht das Lecithin mit eine. 
Mischung von 50cem Athylalkohol + 50cem Aceton + 50cem Wasser 
nach. Nach Ablassen der Waschfliissigkeit wird das Lecithin in 50 cem 
\ther gelést und mit 100 cem Aceton gefallt. Letztere Umfallung wird 
noch zweimal wiederholt. Vor der letzten Fallung mit Aceton wird die 
atherische Lecithinlésung in die Glasflasche von bekanntem Gewicht 
iibergespiilt und die letzte Fallung in dieser vorgenommen. Nach Ver- 
werfung der iiberstehenden Fliissigkeit wird die anhaftende Ather-Aceton 
mischung im Vakuum bei 80° wie oben beseitigt. Die Ausbeute betrug 
etwa ein Drittel der in Arbeit genommenen Lecithinmenge. Im Gegensatz 
zu dem ungefallten Sojabohnenlecithin enthalt das gereinigte Eilecithin 
keine in kaltem Athylalkohol nichtléslichen Anteile. Die etwa 5- bis 6° ige 
alkoholische Lésung wird fiir die Solherstellung verwendet. 


Sol 14. Dialyse 48 Stunden, Trockengewicht 1,28°,. 
Das dialysierte Sol ist nicht so klar wie das Sojabohnenlecithinsol, 
aber doch in gr6Beren Schichten gut durchsichtig. 


3. Die Autokomplexflockung mit Hexolsalz in rein wiisserigem Milieu. 

Es wurden Mischungen der folgenden Zusammensetzung hergestellt : 
18 ecem Hexolsalzlésung variierter Konzentration 2 cem Sol Nr. 10, 
nach einer Wartezeit von 20 Minuten wurde die erfolgte Flockung nach der 
Lichtabsorption (Extinktiometer nach Moll) beurteilt, die infolge dieser 
Flockung auftritt. 

In Abb. 1 links sind die MeBergebnisse eingetragen. Es gibt dort 
ein Ausflockungstrajekt mit Hexolsalz. Kataphoretisch wurde fest- 
gestellt, daB die Flocken auf dem ansteigenden Ast jener Flockungs- 
kurve negativ,. auf dem absteigenden Ast positiv geladen sind. Es 
erfolgt also Umladung bei log. Cyexo).. = 0,35--4. Bei geniigender 
positiver Aufladung entsteht ein nunmehr stabiles Sol. 

DaB die Flockung den Charakter einer Autokomplexkoazervation 
besitzt, geht aus Versuchsreihen hervor, bei denen die Hexolsalzmengen 
auf eine (scheinbare) Endkonzentration von 0,2 Milliaquivalenten 


konstant gehalten wurden und verschiedene Neutralsalze in wechselnden 


Endkonzentrationen zugegen waren (Abb. la, rechts). 
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Ebenso wie bei der Autokomplexkoazervation des Gummi arabhi- 
cums? ergeben sich hier fiir die Verhinderung dieser Flockung die 
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Abb. la (oben) und Abb. 1b (unten). 
Autokomplexflockung des Sojabohnenlecithinsols (links) und Einflu{8 zugesetzter Neutralsalz 
(rechts). Der Arbeitspunkt ist mit einem Pfeil bezeichnet. 
Oben: Die Neutralsalze wirken verhindernd, dabei treten sowohl die Valenzreihen der Katione: 
als auch die der Anionen auf. 


Unten: Das umgeladene Sol wird von dem zugesetzten Kaliumsulfat und Kaliumchlorid 
einem Konzentrationsbereich ausgeflockt. Dabei zeigt sich wiederum die Valenzregel der Anione 


Ordinaten: Lichtabsorption in °/». 
Abszissen: Logarithmen der Neutralsalzendkonzentrationen in Aquivalenten fiir 1 Lit 


! Diese Zeitschr. 235, 185, 1931. 
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ie anzeigen, daB diese Verhinderung nahe zusammenhing mit der 
intladung zweier (einer negativen und einer positiven) kapillarelektri- 
scher Ladungen. Beim Umladungspunkt des Lecithins mit Hexolsalz 
st also die kapillarelektrische Ladung nur nach auBen hin Null, 


sie ist jedoch einer Kompensation von negativer und positiver Ladung 


uusgehend von adsorbierten Hexolionen als Zentren) zuzuschreiben 
vgl. unten). 

In der Tabelle I sind die Konzentrationen in Milliiquivalenten 
zusammengestellt, wobei die Absorption auf 5°, erniedrigt worden ist. 


Tabelle I. 


Verhinderung der Autokomplexflockung des Sojabohnenlecithinsols Nr. 10 
durch 0,20 Milliaquivalente Hexolsalz. 





Konzentration in 
Milliiquivalenten 


Konzentration in 


oo Neutralsalz 
Millidquivalenten on 


Neutralsalz 


Kaliumehlorid . . . 32 Kaliumsulfat . . . 0,40 
Caleiumehlorid . . . 22 Kaliumferricyanid . 0,22 
Luteokobaltchlerid . 7,2 Kaliumferrocyanid . 0,014 


Wahrscheinlich durch Annaherung des Léslichkeitsproduktes des 
Hexolferricyanids nimmt die Kaliumferricyanidkurve vornehmlich im 
unteren Teil einen von den tibrigen Kurven abweichenden Verlauf. 

Im oberen Teile durchschneidet die Kaliumchloridkurve die Kurve 
des Calciumehlorids. Das hat wohl seinen Grund in dem Auftreten von 
Maxima in der letzteren Kurve (ebenso zeigt Luteokobaltchlorid ein 
Maximum). Einer ahnlichen Gestalt der Aufhebungskurven sind wir 
friiher! auch schon begegnet. Sie hangt wohl damit zusammen, daf 
der gewahlte Arbeitspunkt (der Pfeil in Abb. la) ein negativ geladenes 
Autokomplexkoazervat entstehen laBt. In Abb. 1b, wo ein positiver 
Arbeitspunkt gewahlt wurde, steigt die Lichtabsorption nun besonders 
fiir Kaliumsulfat tiber das Maximum der Hexolkurve. 

Abb. 1b gibt den Einflu8 von Kaliumchlorid und Kaliumsulfat 
auf das umgeladene und praktisch wieder klare Sol bei einer (schein- 
baren) konstant gehaltenen Endkonzentration des Hexolsalzes von 
| Millidquivalent wieder. 

Hinzugefiigtes Neutralsalz bringt nun Autokomplexflockung hervor, 
und zwar mit Kaliumchlorid optimal bei etwa 20 Milliiquivalenten: mit 
Kaliumsulfat bei etwa 0,4 Millidiquivalenten. 

Bei 63 Milliaquivalenten Kaliumchlorid bzw. 1,2 Milliaquivalenten 
Kaliumsulfat ist die Lichtabsorption wieder auf 10°, gesunken. 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. R.F. Westerkamp, diese Zeitschr. 234, 
385, 1931, vgl. dort Abb. 13 und 15. 
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Sowohl fiir das Auftreten des Flockungstrajekts als auch fiir sein: 
Aufhebung gilt also wieder die Schulze-Hardysche Regel. 

Es scheint uns, daB die Hervorrufung der Flockung als eine Zi. 
nahme der effektiven Anziehung gedeutet werden muB. Dieselbe ist 
ohne hinzugefiigtes Neutralsalz bei der scheinbaren Konzentration vo: 
etwa 0,2 Milliaquivalenten Hexolsalz (Umladungspunkt) maximal und 
nimmt durch weitere Adsorption von Hexolionen wieder ab (bei 1 Milli 
aquivalent scheinbarer Hexolionenkonzentration liegt ein positives 
stabiles Sol vor). Nun sind fiir das Ansteigen der effektiven Anziehuny 
durch ein hinzugefiigtes Neutralsalz zwei Ursachen denkbar: 

1. Abdrangung von Hexolkationen durch andere Kationen. 

2. Bei konstanter Besetzung mit Hexolionen besonders Ab 
schwachung der von ihnen ausgehenden positiven kapillar 
elektrischen Ladung. 

Welcher Anteil jedem dieser Vorginge im ndergebnis zukommt. 
ist schwer zu sagen, doch scheint uns der Umstand, daB einerseits 
Hexolionen auBerst stark adsorbiert werden (beim Umladungspunkt 
ist die Hexolionengleichgewichtskonzentration im  Dispersionsmitte! 
sehr gering), Kaliumionen nur auBerst schwach (vgl. Abschnitte 9 bis 11), 
andererseits daB die Schulze-Hardysche Regel fiir die Anionen (Abb. 1b) 
auftritt, auf die vorzugsweise Mitbeteiligung des an zweiter Stelle 
genannten Vorgangs hinzuweisen. Die Flockung mit Kaliumchlorid. 


Kaliumsulfat wird also nicht so sehr auf einer Anderung der Hexol- 


ionenbesetzung, sondern vielmehr auf einer Anderung der von ihnen 
ausgehenden kapillarelektrischen Wirkungen beruhen. 

Diese Auslegung setzt voraus, daB im ungeladenen Sol noch imme: 
von Hexolionen unbesetzte ionogene Stellen (Zentren von negativen 
_kapillarelektrischen Ladungen) vorhanden sind. 

Es ist aber einleuchtend, daB, wihrend bis zum Umladungspunkt 
die Gleichgewichtskonzentration der Hexolionen duBerst gering ist. 
sie dariiber hinaus bald zu einem merklichen Betrag ansteigen mul. 
denn jedes neu an die Oberflache adsorbierte Hexolion erleidet dic 
AbstoBung der schon vorhandenen. 

Der EinfluB der zugefiigten Neutralsalze auf die kapillarelektrische: 
Erscheinungen geht auch noch aus dem EinfluB hervor, den eine 
variierte, aber innerhalb jeder Versuchsreihe konstant gehalten 
Kaliumchloridkonzentration auf die Autokomplexkoazervation mit 
Hexolsalz ausiibt (Abb. 2). Ebenso wie bei den oben beschriebenen 
Versuchen handelt es sich um Mischungen von 18cem Hexolsalz 
+- Neutralsalzlésung und 2cem Sol Nr. 10. Das Ausflockungsgebiet 
verbreitert sich betraichtlich, und das Maximum verschiebt sich, auc! 
der Umladungspunkt, nach den héheren Hexolsalzkonzentrationen hin 
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\\ataphoretisch wurde festgestellt, daB die Flocken auf dem an- 
steigenden Ast negativ, auf dem absteigenden Ast positiv geladen sind 
Die genaue Lage des Umladungspunktes, der etwa im Maximum det 
Kurven zu suchen ist, wurde nicht bestimmt. 


und 
Milli 
tives 
lung 


Abb. 2 
Kinflu6B konstant gehaltener Kaliumchloridkonzentrationen (ihre Endkonzentration in Millidau 
valenten ist bei den einzelnen Kurven dazugeschrieben) auf die Autokomplexflockung de 
Sojabohnenlecithinsols durch Hexolsalz 
Ordinaten: Lichtabsorption in ° 
Abszissen: Logarithmen der (scheinbaren) Hexolsalzendkonzentrationen 


4, Die zur Erreichung der kKataphoretischen Nulladung benitigte Hexol- 


telle : 
sea ionenmenge. 
rid 
nal Zur Erforschung der Abhangigkeit der Umladungskonzentration 
a von der Solkonzentration wurde eine Versuchsreihe angestellt. 
Friiher! zeigten wir bereits, daB die fiir die Flockung bendétigte 


Menge Hexolsalz der Lecithinmenge ungeachtet der Verdiinnung 


proportional ist. Daraus schlossen wir, daB die Umladungskonzentra- 


tionen fiir Hexolsalz véllig fiktive GréBen sind und daB die wahre 
Gleichgewichtskonzentration der frei im Dispersionsmittel vorhandenen 
Hexolionen nur sehr gering sein muB. 

Die folgenden Versuche bestitigen diese Vermutung vollauf und 
fiihren zu einer Abschatzung dieser wahren Umladungskonzentration. 


Es wurden in vier ausgedimpften Erlenmeyer-Kolben aus Jenaer Glas 
3, 3.5, 4 und 4,5cecm Hexolsalzlésung von 1 Millia yuivalent eingefiillt, 
das Volumen mit destilliertem Wasser auf I8cem gebracht, 2cem Sol 
Nr. Ll hinzupipettiert und die kataphoretische Geschwindigkeit auf halbet 
und fiinftel Kiivettenhéhe bestiinmt?. Graphisch ermittelten wir die Lage 
des Umladungspunktes. Gefunden wurden 0,155 (halbe Kiivettenhohe) 
bzw. 0,159 (fiinftel Kiivettenhéhe) Milliaquivalente. Man findet also bei 
beiden Einstellungen nur wenig verschiedene Werte. Bei den iibrigen 
Versuchsreihen, bei denen wir die gleichen Mengen HexolsalzlOsung und 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. J. Lens, 1. ¢. 
2 Methodik vgl. VIII. Mitteilung 
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Sol Nr. 11 zusetzten, aber das Endvolumen jedes folgende Mal doppelt 
groB wihlten, bestimmten wir die kataphoretische Geschwindigkeit 
halber Kiivettenhéhe. Es wurde auch noch eine Reihe angesetzt, bei d 
das Endvolumen zwar 20 cem betrug, aber die doppelten Mengen Hexols; 
und Sol zugegeben wurden. 

In Tabelle II sind die so ermittelten scheinbaren Umladung 
konzentrationen, die bei verschiedenen Solverdiinnungen gefunde: 
wurden, zusammengestellt. 


Tabelle Il. 


Scheinbare Umladungskonzentration C, des Hexolsalzes und der So 
verdiinnung. 





Solkonzentration Cs Solkonzentration Ca 


(Sol Nr. 11 1,000) in Milliiquivalenten (Sol Nr. 11 = 1,000) in Milliiquivalente: 


0.200 0,296 0.0259 0,042 

0,100 0,155 0,0125 0,026 

0.050 0.081 

In Abb. 3 sind die Daten von Tabelle II eingetragen. Die schein- 

bare Umladungskonzentration ist also eine lineare Funktion der Sol- 
konzentration. Die Gerade schneidet die Ordinatenachse bei etwa 
0,005 Milliaquivalenten. Die wahre Umladungskonzentration C,, des 
Hexolsalzes, d.h. die Gleichgewichtskonzentration im Dispersions 
mittel, die zu einer genau aquivalenten Besetzung der ionogenen Stellen 
mit Hexolionen gehért (d. h. beim Umladungspunkt), ist also iiberaus 
gering. 
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Abb. 3. 

Scheinbare Umladungskonzentration von Hexolsalz in Abhingigkeit von der Solkonzentratior 
Ordinaten: Scheinbare Umladungskonzentration in Milliiquivalenten fiir 1 Liter. 
Abszissen: Solkonzentration, wobei die Konzentration des unverdiinnten Sojabohnenlecithi: 
sols (= 0,34 °/,) als Konzentrationseinheit angenommen ist. 

Die gestrichelte Linie, horizontal durch den Schnittpunkt der Kurve mit der Ordinatenachs: 
gelegt, gibt die Héhe der wahren Umladungskonzentration an. 
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5. Das Aquivalentgewicht der freien ionogenen Stellen. 

Als Aquivalentgewicht der ionogenen Stellen méchten wir die 
Lecithinmenge bezeichnen, die mit einem Aquivalent freier ionogener 
Stellen der Teilchenoberfliche verbunden ist. Sie léBt sich aus den 
scheinbaren Umladungskonzentrationen des Hexolsalzes und den End- 
konzentrationen des Lecithins in den dazu angestellten Versuchsreihen 
herechnen. 

In der folgenden Ubersichtstabelle IIT sind die den vorangehenden 
und folgenden Tabellen entnommenen  scheinbaren Umladungs- 
konzentrationen enthalten (Spalte 1 und 2), daraus berechnet (durch 
Korrektion mit C,, = 0,005, vgl. Abschnitt 4) die fiir 1 Liter Sol von 
den Teilchen aufgenommene Hexolionenmenge (Npalte 3). Diese Menge 
ist nun dquivalent mit der in 1 Liter vorhandenen Lecithinmenge 
(Spalte 5); durch Division der Werte von Spalte 5 durch die von Spalte 3 
ergibt sich das gesuchte Aquivalentgewicht der ionogenen Stellen 
(Spalte 6). In Spalte 4 ist die Zusammensetzung der Solgemische, die 
zur Berechnung der Werte von Spalte 5 dient, angegeben. 


Tabelle IIT. 


(quivalentgewicht der ionogenen Stellen der Sojabohnen- und Eilecithin- 
teilchen. 





c Aquivalente Lecithin Aquivalent 

8 Hexol Zusammensetzung inllSol | gewicht der 

Milliaqui- in 1 1 Sol der Versuchsreihe vorhanden | ionogenen 
valente gebunden Stellen 


log eS 


Aquivalente 


Sojabohnenlecithin. 
0.35—4 0,224 0,000 219 2ecem Sel Nr. 10 0,49) 
Absehn. 3 (0.49 %) aut 
20 cem Endvolumen 
0.155 0,090 150 2eem Sol Nr. 11 
(Tab. IT) (0,335 9%) aut 
20 ¢cem Endvolumen 
0,22—4 0,166 0,000 161 2cem Sol Nr. 12 0,370 
(Tab. TV) (0,555 °%) auf 
30 cem Endvolumen 
0.28—4 0,000 186 2cem Sol Nr. 13 0,436 
(Tab. V) (0,436 %) aut 
20 cem Endyolumen 
os ila \ : 2278 
Kilecithin. Im Mittel , 
0.00—4 ’ 0,000 100 | 2eem Sol Nr. 14 1,28 12 800 
(Tab. VIT) (1,28 %) auf 
20 cem Endvolumen 


Da das Aquivalentgewicht des Eilecithins nach seiner Formel rund 
800 betragt (vielleicht ist es fiir das Sojabohnenlecithin von derselben 
GréBenordnung), liegen in unseren Solen polymolekulare Teilchen vor, 
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die nur einen Bruchteil der in ihnen vorhandenen ionogenen Stelle: 
(die Phosphatgruppen) an ihre Obertliche fiihren, wahrend der gréBere 
Teil jener ionogenen Stellen an den Ladungsverhaltnissen nicht 

teiligt ist (und vielleicht fiir Bindungszwecke der Lecithinmolekii\i 
untereinander in Anspruch genommen worden ist). 


6. Die Stabilitit des Sojabohnenlecithinsols gegeniiber Neutralsalzen_ in 
Wasser- Athylalkoholmischung. 


Fir die unten zu beschreibenden Versuche wurde Sol Nr. 12 (aus 


gereinigtem Sojabohnenlecithin) benutzt. Es wurden Flockungs- 
versuche in der Weise angesetzt, daB wir zu 2 ccm Lecithinsol Nr. 12 
3ccm Neutralsalzlésungen von wechselnden Konzentrationen und 
darauf 25 cem Wasser bzw. Wasser-Athylalkoholgemische fiigten. 

Die Herstellung der Wasser-Alkoholmischungen und die End- 
konzentration des Alkohols ist in der folgenden Ubersicht iiber die 
angesetzten Versuchsreihen zusammengestellt. 





ecm Alkohol von 96°), Endkonzentration 

Bezeichnung im Mafikolben mit des Athylalkohols 
der Versuchsreihe Wasser auf 500 ecm g in 100 cem 
aufgefiillt (berechnet) ! 


~ 0 
150 19 
200 253 
250 31.6 
309 37.9 
359 442 

Als Neutralsalze wurden Hexolsalz, Luteokobaltchlorid, Calcium- 
chlorid und Natriumchlorid verwendet. 

Nach einer Wartezeit von '/, Stunde wurde die Lichtabsorption 
mit dem Extinktiometer von Moll gemessen. Die Ergebnisse sind in 
Abb. 4. wiedergegeben. 

In rein wasserigem Milieu (Abb. 4 A) erfolgt nur mit Hexolsalz 
Ausflockung. Dieselbe ist auf einen relativ engen Konzentrations- 
bereich beschrankt. Kataphoretisch laBt sich zeigen, daB die Flocken 
auf dem ansteigenden Ast kapillarelektrisch negativ, auf dem ab- 
steigenden Ast aber positiv geladen sind. Die drei tibrigen Neutralsalze 
rufen jedoch keine Flockung hervor. 

Bei steigenden Alkoholkonzentrationen bleibt dieser Ausflockungs 
trajekt mit Hexolsalz erhalten, die Lichtabsorption im Maximum 
nimmt aber bald bis zu 50°, (Abb. 4 B, C, D, E) zu, um zuletzt wieder 
abzunehmen (Abb. 4F), und schlieBlich bei héherer Alkoholkonzentration 


1 Berechnet unter Vernachlassigung der geringen Kontraktion, di 
beim Mischen der Wasser-Athylalkohol-Gemische mit wasserigen Lésunge! 


eintritt. 
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sehr gering zu werden. Die Lage des Maximums verschiebt sich dal) 
etwas nach den kleineren Hexolsalzkonzentrationen hin. 

Sowie nun die Alkoholendkonzentration zunimmt, treten auc! 
Ausflockungen mit den iibrigen Neutralsalzen in Erscheinung, w 
zwar zuerst mit Luteokobaltchlorid, dann mit Caleciumchlorid wun 
zuletzt mit Natriumcehlorid. 

In Abb. 4B ist schon ein ausgesprochenes Flockungstrajekt m 
Luteokobaltchlorid und ein noch kleines Triibungstrajekt mit Calcium 
chlorid vorhanden, wihrend das Natriumechlorid noch keine Triibune 
hervorruft. 

In Abb. 4C€ flockt das Luteokobaltchlorid bereits maximal, ebenso 
das Calciumchlorid. Bei letzterem ist aber noch ein ausgesprochenes 
Flockungstrajekt vorhanden Leider wurde Natriumcehlorid nicht 
untersucht. Es ist zu erwarten, daB dasselbe schon ein Triibungs 
trajekt zeigen wiirde, etwa wie gestrichelt eingezeichnet worden ist 
In Abb. 4D ist das Ausflockungstrajekt des Natriumchlorids! aus 
gesprochen vorhanden, das des Calciumchlorids bleibt etwa maximal bis 
zur héchsten untersuchten Konzentration, und die Kurve des Luteo 
kobaltchlorids hat sich schon ausgesprochen nach den kleinen Konzen- 
trationen hin verlagert. Letzteres ist noch ausgesprochener der Fall bei 
den héheren Alkoholkonzentrationen (Abb. 4Eund4F). In den letzten 
Versuchsreihen wurde das Natriumchlorid nicht untersucht. Es ist zu er- 
warten, daB der ansteigende Ast sich nach den kleineren Konzentrationen 
hin verschieben und daB das Maximum sehr flach werden wird. 

Bei den héheren Alkoholkonzentrationen nimmt nicht nur die 
Flockung mit Hexolsalz, sondern auch mit den iibrigen Neutralsalzen 
ab, um schlieBlich von etwa 50°, Alkohol an ganz aufzuhéren. 

Es treten also beim gereinigten Sojabohnenlecithinsol dieselben 
Erscheinungen auf, die wir bei Steigerung der Acetonkonzentration 
beim Gummi arabicum-Sol? antrafen. 

Auch dort gibt nur das Hexolsalz in rein wiasserigem Miliew 
Koazervation, die tibrigen Neutralsalze nur bei geniigender Desolvatation 
mit Aceton. 

Beim Gummi arabicum handelt es sich um den Koazervations- 
mischtypus IV —I? (Autokomplexkoazervation erméglicht durch 
einen gewissen Desolvatationszustand). 


' Da die oben beschriebene Zusammensetzung der Gemische dic 
Untersuchung der sehr hohen erforderlichen Natriumchloridkonzentrationen 
nicht zulaBt, wurden Mischungen von folgender Zusammensetzung het 
gestellt: lLO0cem Alkohol + 12cem Natriumchloridlésung + 2cem = aut 
vier Fiinftel verdiinntes Sol, welche nahezu, was Alkohol- und Solkonzen 
tration betrifft, mit der Reihe D iibereinstimmen. 


» 


2 H.G. Bungenberg de Jong u. K.C. Winkler, |.c., vgl. dort Abb. 2 
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Unten werden wir ausfiihrlicher auf die nun in der Tat auch hier 


uftretenden Umladungserscheinungen eingehen. 

Es tritt nur der Unterschied auf, daB die Flockung des Lecithins 
iuf einen gewissen Konzentrationsbereich des Athylalkohols beschrankt 
st: bei Uberschreitung einer gewissen Konzentration tritt iiberhaupt 
keine Flockung mehr auf (vielleicht Ubergang in molekular disperses 
ecithin). 


7. Die Ausflockung des Lecithinsols mit Neutralsalzen + Resorein. 

In einer vorangehenden Mitteilung! beschrieben wir schon an 
fiinf verschiedenen Lecithinen die Ausflockung mit Neutralsalz bei 
Gegenwart bei 5°, Resorcin. Dabei traten auBer mit Hexolsalz keine 
Ausflockungstrajekte auf. 

Bei Versuchen mit geringeren Resorcinendkonzentrationen ist es 
uns nicht gelungen, Ausflockungstrajekte (wie sie mit Alkohol deutlich 
hervortreten) zu erhalten. Nichtsdestoweniger liegt hier aber doch ein 
Beispiel des Koazervationsmischtypus IV — I vor, wie! die Unter- 
suchung auf Umladungserscheinungen (vgl. Abschnitt 10 und 11) und 
das Auftreten von Valenzreihen bei der Verhinderung der Flockung 
durch zugesetzte Neutralsalze (vgl. Abschnitt 8) zeigen. 

Es hat aber in diesem Mischtypus der Typus I (reine Desolvatation) 
einen tiberragenden Anteil, was fiir das Auftreten von Instabilitats- 
gebieten ungiinstig ist. Uberdies liegen auch die Umladungskonzentra- 
tionen weit héher als bei den mit Alkohol desolvatierten Solen, was 
ebenfalls ein ungiinstiger Umstand ist (vgl. unten Abschnitt 9 und 10). 


S. Beeinflussung der Autokomplexkoazervation durch andere anwesende 
Neutralsalze in Alkohol oder Resorcin enthaltendem Milieu. 

Wihrend in rein wasserigem Milieu nur das Hexolsalz beim ge- 
reinigten Lecithinsol Autokomplextlockung hervorbringt, k6nnen auch 
Kationen von niedriger Valenz dazu fiihren, wenn die Teilchen in 
geniigendem MaBe desolvatiert (durch Athylalkohol, Aceton oder 
Resorcin) sind. 

Fiir jede der vielen méglichen Kombinationen miissen nun ahnliche 
Verhiltnisse vorliegen wie beim Hexolsalz in rein wiasserigem Milieu. 
Dabei ist aber zu bedenken, daB ein Neutralsalz, das bei dem vor- 
liegenden Desolvatationszustand selbst schon Ausflockung hervorruft, 
nicht herangezogen werden kann, um die Autokomplexflockung zu 
verhindern. 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. R.F. Westerkamp, diese Zeitschr. 234, 
347, 1931. 
Biochemische Zeitschrift Band 248. 10 
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Bei Gegenwart von 5°, Resorcin ergeben Luteokobaltchlorid wy 
Calciumchlorid beim Sojabohnenlecithin schon eine Ausflockuny 
Natriumchlorid jedoch noch nicht. 

Fiir den Nachweis, daB die Flockung mit Calciumchlorid Aut 
komplexnatur hat, steht die Reihe der Anionen grundsatzlich wn. 
beschrinkt zur Verfiigung, die der Kationen ist bis auf das einwertiy: 
Glied eingeschrankt. 

In Abb. 5 ist der EinfluB von Natriumchlorid, Natriumthiosulfat 
und methantrisulfosaurem Kalium! auf die Flockung von Sojabohnen. 


Abb. 5. 
Einflu6B zugesetzter Alkalisalze 
auf die Autokomplexflockung 
des Sojabohnenlecithinsols mit 
10 Millidiquivalenten Calcium- 
chlorid bei Gegenwart von 5 °,5 
Resorcin. 
Die Neutralsalze wirken um so 
Stiirker verhindernd, je mehr die 
Valenz ihrer Anionen ansteigt. 





“J 
log Kone. 


lecithinsol Nr. 13 bei einer konstant gehaltenen Calciumchloridkonzen- 
tration von 10 Milliaquivalenten und bei konstant gehaltener Resorcin- 
konzentration von 5°, untersucht. Die Gemische [2 cem Sol + 1 cem 
Caleiumechlorid 0,2n + 5cem Resorcin 20°, + 12 cem (Neutralsalz- 
lésung + Wasser)| wurden 75 Minuten nach der Herstellung gemessen 
Die drei Neutralsalze verhindern also die Autokomplextlockung mit 
Calciumion, und dabei tritt die Schulze-Hardysche Regel auf. 

Wenn aber der Desolvatationszustand bereits die Ausflockung mit 
Natriumchlorid zulaBt, verhindert letzteres nicht mehr die Ausflockung ° 
Da jedoch weniger Natriumthiosulfat und noch weniger methantrisulfo- 
saures Kaiium fiir die Erniedrigung einer positiven kapillarelektrischen 

' Auch in der folgenden Mitteilung wird fiir die Verhinderung de: 
Calciumautokomplexkoazervation vielfach Thiosulfat an Stelle von Sulfat 
benutzt (Calciumthiosulfat ist leicht léslich). Ferricyanid ist fii die Aut 
hebung der Calciumautokomplexflockung besser zu vermeiden, weil e= 
schwer lésliche Verbindungen von der Formel K,CaFe(CN), gibt (vg! 
J. Tananaev, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 172, 403, 1928). An 
seiner Stelle benutzen wir das methantrisulfosaure Kalium. das uns i 
freundlicher Weise von Herrn Prof. Dr. H.J. Backer in Groningen zu! 


Verfiigung gestellt wurde. 

2 Fiir eine Ubersicht der im allgemeinen auftretenden Modifikatione: 
der normalen Valenzreihen vgl. Mitteilung VIII, Abschnitt 7b, diese Zeitschi 
248, 125, 1932. 
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Ladung benétigt sind, kann der Fall vorliegen, daB die Verhinderung 
mit diesen Neutralsalzen noch gelingt. Das zeigt uns eine Versuchsreihe 
iit Sojabohnenlecithinsol Nr. 12, bei dem die Mischungen beziiglich 
Lecithin und Alkoholkonzentration vollkommen mit Abb.4 D_ ver- 
vleichbar sind. Es wurde in den Reihen die Calciumchloridkonzentration 
konstant auf 1,33 Milliaquivalente gehalten (vgl. Abb. 6). 








, — 
aa cos oo ees Abb. 6. 

XD} % ——————— 4 Einflufi zugesetzter Alkalisalze auf 

\ Mall die Autokomplexkoazervation des 

wh i >— | Sojabohnenlecithinsols mit 1,33 Milli- 

aAquivalenten Calciumchlorid bei 

8 x 7 Naz5o 4 | | Gegenwart von 31,6 g Athylalkohol 
Ps é | in 100 cem Mischung 


In der Verhinderung tritt wieder 
die Valenzreihe der Anionen auf; 
da aber Natriumchlo:id selbst schon 
4 Ausflockung verursacht, kann es die 


\ Verhinderung nicht mehr zeigen. 


———___________ ee ie 


og Kors 





%. Die Umladung des Sojabohnenlecithins in Wasser- Athylalkoholgemischen. 

Mit Hilfe der friiher beschriebenen kataphoretischen Kiivette! 
wurde bestimmt, bei welchen Neutralsalzkonzentrationen? der in 
Abschnitt 6 beschriebenen Versuchsreihen Umladung erfolgt. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengestellt. 


Tabelle 1V. 


Scheinbare Umladungskonzentrationen der mit Athylalkohol desolvatierten 
Sojabohnenlecithinsole. 





» Alkoho log ¢ log C log ¢ 
Versuchsreihe M4 em Hexolsalz Luteo CaCl. 
6 3 2? 

A 0 0,22—4 
B 19 O019—4 0,06—3 
C 25.3 0,15—4 (1,.76—4 0,.96—3 
D 31.6 010—4 0.46—4 0.70—3 
hk 37.9 0.02—4 0.20—4 0.46—3 
I 44.2 0.90—5 0.00—4 0.28 —3 


Aus Tabelle IV ist zu ersehen, daB nicht nur das Hexolsalz, 
sondern auch Luteokobaltchlorid und Calciumchlorid Umladungen 


' Diese Zeitschr. 248. 117. 1932. 

* In den Tabellen IV bis VIII sind die Logarithmen der Endkonzentra- 
tion, wie sie sich aus den zugegebenen Mengen Neutralsalzlésung berechnen, 
angegeben. Da eine bestimmte Menge des Kations an die Kolloidteilchen 
angefiigt wird, sind es nur scheinbare Konzentrationen. Darauf kommen 
wir in Abschnitt 12 naher zuriick. 


10" 
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zustande bringen. In der sehr hohen Konzentration, in welcher ei: 
Umladung durch Natriumchlorid vielleicht zu erwarten ist, sind di: 
Bestimmungen nicht mehr zuverlassig, und es bleibt unsicher, ob eir 
solche fiir Natriumchlorid erreicht werden kann. 

In Abb. 7 sind die Daten der Tabelle IV eingetragen. Die fiir dij 
Umladung erforderlichen Konzentrationen sinken somit, je mehr di: 
Alkoholkonzentration ansteigt, bei 25,3°, Alkohol gilt fiir die Ent 
ladung die Schulze-Hardysche Regel: bei 37,9°, Alkohol sind abe: 





=f 


Abb. 7. 
Umladung des Sojabohnenlecithins 
in Wasser - Athylalkoholgemischen 








Ordinaten: Logarithmen der schein- 
baren Umladungskonzentrationen 
von Hexolsalz, Luteokobaltchlorid 
und Calciumehlorid. 
Abszissen: Endkonzentration des 
Athylalkohols in g fiir 100 cem 
Mischung. 


| 
| 





0 ® wv IW 
Athylalhohdl in 700 com 
Luteokobaltchlorid und Hexolsalz nahezu aquivalent geworden. Es 
liegen hier also dieselben Verhaltnisse wie bei Gummi arabicum-Solen! 
unter dem EinfluB von steigenden Acetonkonzentrationen vor.  Dort 
konnte aber die Untersuchung bis in viel héhere Konzentrationen des 
.Zzugesetzten Desolvatators (Aceton) fortgesetzt werden, wobei schliefBlich 
auch das Calciumchlorid mit Hexolsalz und Luteokobaltchlorid aqui- 
valent wurde. In Abb. 1 sind die Lagen der Umladungspunkte mit 
Pfeilen angegeben. 
10. Die Umladung des Sojabohnenlecithins in Aceton-Wasser- 
und in Resorein-Wassergemischen. 

Es fragt sich nun, ob vielleicht auch andere Flockungen, die gemal 

dem allgemeinen Schema: 
Hydrophiles Sol + Desolvatator + Neutralsalz 

zu erzielen sind, welche beim gereinigten Lecithinsol mit jenem Neutral. 
salz allein (auBer mit Hexolsalz) nicht zustande kommen, ebenfalls im 
Grunde genommen Autokomplexflockungen bzw. -koazervationen sind, 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. K.C. Winkler, 1. c. 
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h. daB ein durch am Teilchen angefiigte entgegengesetzt geladene 

men hervorgerufener Ladungsgegensatz im Zustandekommen der 
Vlockung eine wesentliche Rolle spielt. 

DaB eine solche mit Aceton auftreten wiirde, war von vornherein 

u erwarten, entsprechend dem analogen Verhalten der Kombinationen 


Lecithinsol +- Alkohol + Neutralsalz 
und 


Gummi arabicum-Sol +. Aceton + Neutralsalz. (VIII. Mitteilung.) 


Die in Abschnitt 8 aufgefundene Verhinderung der Calciumchlorid- 
flockung bei Gegenwart von 5°, Resorcin durch Alkalisalze und die 
dabei auftretende Valenzreihe der Anionen veranlaBte uns, auch diesen 
Flockungstypus in die Untersuchung mit einzubeziehen. 

In den folgenden Tabellen V und VI sind die Versuchsergebnisse 
der kataphoretisch bestimmten Umladungskonzentrationen! als Funk- 
tionen der Aceton- und der Resorcinkonzentrationen zusammengestellt. 

Fiir diese Versuche wurden 2 ccm Sol Nr. 13 zu 18 ccm Neutral- 
salzlésung + Aceton oder Neutralsalzlésung + Resorcinlésung zugefiigt. 

Die Daten der Tabelle V und VI sind in Abb. 8 eingetragen. 

Aus ihr ist zu ersehen, daB der EinfluB, den Aceton ausiibt, derselbe 
ist wie der von Athylalkohol. Die Umladungskonzentrationen des 
Luteokobaltchlorids und des Calciumchlorids werden um so niedriger, 
je mehr die Acetonkonzentration zunimmt. Auch werden Luteokobalt- 
chlorid und Hexolsalz aquivalent. Ganz anders ist der EinfluB des 


Resorcins. Die Umladungskonzentrationen steigen an, und bei 5 
Resorcin ist dieselbe fiir Caleiumchlorid schon nicht mehr zu bestimmen. 


Tabelle V. 


Scheinbare Umladungskonzentrationen der mit Aceton desolvatatierten 
Sojabohnenlecithinsole. 





Neu: log Endkonzentration an Endkonzentration an 

, ‘ian Neutralsalz in Aquivalenten Aceton in Volumprozent 

Natriumchlorid nicht zu bestimmen nicht cr bestimmen 
Caleiumchlorid 0,54—3 34 
9 0.00—3 48 
0.51—4 62 
Luteokobaltchlorid 0,00—3 25 
3 0,57—4 36 
0.91—5 5D 
Hexolsalz 0,28—4 0 
6 0,24—4 30 
0.90—5 5D 


1 


Beziiglich der Beschreibung der angewendeten Methodik vz’. diese 
Zeitschr. 248, 117, 1932. Die Genauigkeit der mitgeteilten Loga1:‘hmen 
der Umladungskonzentration betragt etwa 2 Einh. in der zweiten Dez -ale. 
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Tabelle VI. 


Scheinbare Umladungskonzentrationen der mit Resorcin desolvatatierten 
Sojabohnenlecithinsole. 





k End- : log ¢ log ¢ log ¢ 
mzentrati¢ . P 

nn ace ong Hexolsalz Luteokobaltchlorid Caleiumehlorid 
gin 100 cem 6 3 2 


log f 
Natriumehlorid 


0 0.28- - 
1,25 0,36 0,23—2 nicht zu 
bestimmen 

1,88 —_ — 0,22 —1 — 

2.5 0,41— 0,23—2 0,24—1 > 0.48—1 

5 0,53 0,33—2 > 0,48—1 > 0,48—1 
nicht zu 
bestimmen 

10 0,70 0,45—2 nicht zu ~ 0,48—1 
bestimmen 


Resorcin in 900 ccm 
5 0 


G 


25 9 





Abb. 8. 


Umladung des Sojabohnenlecithins 
in Aceton-Wasser- und Resorcin- 
Wassergemischen. 
Ordinaten wie in Abb. 7. 
Abszissen: Unten Endkonzeutration 
des Acetons in Volumprozenten. 
Hierhin gehéren die schriig nach 
unten (mit a bezeichneten) ver- 
laufenden Kurven. 

Oben: Endkonzentrationen des Re- 
sorcins in Gewichtsprozenten, wozu 
die schwach nach oben (mit r be- 
zeichneten) verlaufenden Kurven 
gehéren. 

Die nach der Ordinatenachse hin 
extrapclierten Calciumchloridkurven 
schneiden dieselbe bei Konzen- 
trationen, etwa derselben Gréfien- 
ordnung, dasselbe gilt fiir die Luteo- 
kobaltchloridkurven. 











Extrapoliert man in Abb.8 die in den Versuchen bestimmten 
Kurvenstiicke des Calciumschlorids und des Luteokobaltchlorids, so 
liegen ihre Schnittpunkte mit der Ordinatenachse nicht weit voneinander 
(gestrichelte Linien). Es ist somit aéuBerst wahrscheinlich, daB nicht 
nur das Hexolsalz beim rein wasserigen Lecithinsol Umladung bewirkt. 
sondern ebensosehr Luteokobaltchlorid und Calciumchlorid, wenn auch 
nur mit Hexolsalz Ausflockung (Autokomplexflockung) dabei auftritt 
Weiter unten (Abschnitt 13) werden wir die Frage zu beantworten 
suchen, warum bei den beiden letzteren Salzen das Sol seine Stabilitat 
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bei den Umladungspunkten (Luteokobaltchlorid bei etwa 10 Milli- 
juivalenten, Calciumchlorid bei etwa 80 Milliaquivalenten) seine 


Stabilitat nicht einbiiBt. 


it. Die Umladung des Eilecithins in Aceton-Wasser-, in Resorcin-Wasser- 
gemischen und in rein wisserigem Milieu. 

Das bis jetzt Mitgeteilte gilt nicht nur ausschlieBlich fiir das hier 
untersuchte Sojabohnenlecithinpraparat. Es wurde schon friiher gezeigt, 
daB mehrere gereinigte Lecithinarten sich nicht qualitativ, sondern 
nur quantitativ voneinander unterscheiden'!. Es wurde damals die 
Ausflockung von fiinf verschiedenen (zwei Sojabohnen- und drei Ei- 
lecithinen) Solen, die mit 50 Vol.-°,igem Alkohol oder 5°, Resorcin 
desolvatatiert waren, untersucht. Beim Vergleich der dort angegebenen 
Abb. 2 und 3 ist sogleich der groBe Unterschied des Alkohol- und des 
Resorcineinflusses zu ersehen. Es gilt fiir die mit Resorcin desolvatatierten 
Sole die Regel von Schulze-Hardy. Fir die Ausflockung der mit Athyl- 
alkohol desolvatatierten Sole ist die benétigte Neutralsalzkonzentration 
viel geringer, iiberdies wirken Hexolsalz und Luteokobaltchlorid 
iquivalent. 

Es ist also zu erwarten, daB auch bei den Eilecithinen diese Aus- 
flockungen grundsatzlich Autokomplexkoazervationen sind. 

Auf dieselbe Weise wie oben fiir das Sojabohnenlecithinsol be- 
schrieben wurde, wurden Ausflockungsreihen angesetzt, bei denen 
2cem gereinigtes Filecithinsol Nr. 14 zu 18 cem Neutralsalzlésung 

Aceton oder Neutralsalzlésung + Resorcinlésung gefiigt wurden und 
kataphoretisch die Umladungskonzentrationen bestimmt wurden. 

Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen VII und VIII zu- 
sammengestellt (vgl. Abb. 9). 


Tabelle VII. 


Scheinbare Umladungskonzentrationen der mit Aceton desolvatatierten 
Eilecithinsole. 





7 = log der Endkonzentration Endkonzentration an 
Neutralsalz an Neutralsalz Aceton in Volumprozent 


Natriumcehlorid nicht zu bestimmen nicht zu bestimmen 


Calciumeblorid 0.71— 35 
9 0,01- 50 


Luteokobaltchlorid 0,52 20 
3 0,16 30 

0,72—z 50 

Hexolsalz 0,00—4 0 

6 O,87—5 30 

0,72—5 50 


1 Diese Zeitschr. 234, 347, 1931. 
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Tabelle VIII. 


Scheinbare Umladungskonzentrationen der mit Resorcin desolvatatierten 
Eilecithinsole. 





End- : log € log C log ¢ 
ae Hexolsalz Luteokobaltchlorid Caleiumchlorid 
g in 106 cem 6 3 2 


log hy 


Natriumehlor 


0 0,00—4 — = 
2,5 0.25—4 0,56—i 0,34—2 
5 0,36—4 0,68—é 0,64 —2 nicht zu 
bestimmen 
10 0,69—4 0,72—: nicht zu nicht zu 


bestimmen bestimmen 


Aesorcin in 100 ccm 
go Ss go g 0 





Abb. 9. 

Umladang des Eilecithinsols in 
Aceton-, Wasser- und Resorcin- 
Wassergemischen Ordinaten, 
Abszissen und Extrapolation der 
experimentell bestimmten 
Kurventeile wie in Abb. 8. 








EEE 
a” 0 Wim 
Acefon in 900 ccm 
Die Abb. 9 zeigt dieselben Verhaltnisse wie Abb. 8, nur sind die 
wahrscheinlichen Umladungskonzentrationen von Luteokobaltchlorid 
und Calciumchlorid in rein wasserigem Milieu (etwa gradlinige Extra- 
polation der Kurvenaste nach links in Abb. 9) betrachtlich geringer als 


beim Sojabohnenlecithinsol. 


12. Die wahren Umladungskonzentrationen. 


Als wahre Umladungskonzentration méchten wir die frei im Dis- 
persionsmittel vorhandene Kationenkonzentration bezeichnen, die mit 
jener Besetzung der Teilchenoberfliche eben mit diesen Kationen im 
Gleichgewicht steht, bei der das Teilchen nach auBen hin ungeladen 
erscheint. 

Die in den Tabellen IV bis VIII angegebenen Werte sind nu 
scheinbare Umladungskonzentrationen. Dieselben sind zwar praktiscl 
gleich den wahren, falls sie ziemlich grob sind, bediirfen aber einer um 
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» gréBeren Korrektion, je mehr sie sich dem Hexolsalzniveau in den 
\bb. 7, 8 und 9 nahern. Hierbei vergleiche man Abschnitt 4, wo wir 
die wahre Umladungskonzentration fiir das Hexolsalz (Sojabohnen- 
lecithinsol) bestimmen konnten. 

Fangen wir nun an mit der wahren Umladungskonzentration von 
Luteokobaltchlorid und Calciumchlorid in rein wiasserigem Milieu. 
Dieselben kénnen wir hier nur durch Extrapolation der experimentell 
bestimmten Kurventeile abschétzen. In Tabelle IX sind die durch 
geradlinige Extrapolation mit den Ordinatenachsen in den Ab- 
hildungen sich ergebenden Schnittpunkte zusammengestellt. Hinzu- 
vefiigt wurde auch noch ein extrapolierter Wert, der sich auf Be- 
stimmungen der Umladungskonzentration des Luteokobaltchlorids bei 
Gegenwart von Chloralhydrat (vgl. weiter unten, Abschnitt 14, Ta- 
belle XT) ergeben hat. 

Tabelle IX. 


Logarithmen der wahren Umladungskonzentration ( C,,.) in rein wasserigem 





Milieu. 
' a ae Der fiir Extra- 
lor C log 4 u log Cy, polation henutzte 
Art des Lecithins eo fiir fiir Kurventeil wurde 
fiir Hexolsalz Luteokobalt- Caleium- bestimmt bei 
chlorid chlorid Gegenwart von 
Sojabohnenlecithin . 0,70—6 _ - 
0,95—3 0.88—2 Alkohol 
0,96 —3 0,79—2 Aceton 
0,18—2 0,02—1 Resorein 
0.96—3 Choralhydrat 
Mittel : 0,01—2 0.90 —2 
Kilecithin . . . . 0,24—3 0,34—2 Aceton 
0.44—38 0,04—2 Resorcin 
Mittel : 0,34—3 0,19—2 


Die in der Tabelle IX ermittelten Werte sind, da es sich nur um 
Extrapolationen handelt, gewiB nicht besonders sicher, und, solange 
die Umladung in rein wasserigem Sol noch nicht festgestellt ist, ist 
ihre Existenz zwar sehr wahrscheinlich, aber nicht vollkommen ge- 
sichert. Wir werden im folgenden annehmen, daB dieselbe in rein 
wasserigem Sol tatsachlich eintritt. 

Fir eine angenaherte Berechnung der wahren Umladungskonzentra- 
tionen aus den versuchsmabig bestimmten scheinbaren der Tabellen LV, 
V und VII gehen wir von der Annahme aus, daB nicht nur dort, wo 
Aquivalenz zwischen Kolloidmenge und zugesetzter Neutralsalzmenge 


auftritt (Hexolsalz), sondern auch dort, wo dieselbe noch nicht gilt, 
fir die Erreichung der kataphoretischen Nulladung eine mit Hexol- 
kation aquivalente Menge Luteokobalt- bzw. Calciumion an die ionogenen 
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Stellen angeheftet werden muB. Diese Menge miissen wir von den schei: 
baren Umladungskonzentrationen C, abziehen, um die wahren Un 
ladungskonzentrationen C,, zu erhalten. Es soll weiter angenomme 
werden, dafB die bei steigender Alkohol- oder Acetonkonzentratio; 
abnehmende Anzahl ionogener Stellen, die durch das Absinken! de: 
erforderlichen Hexolionenmenge angezeigt werden, auch fiir Lute: 
kobalt- oder Calciumionen vollaut zur Vertiigung stehen. Jedenfal!s 
ist das bei den héheren Acetonkonzentrationen (wo die Korrektion 
merklich einschneidet) der Fall, denn es werden dort (55°, Aceton 
die scheinbaren Umladungskonzentrationen (also praktisch die er 
forderlichen unter sich aquivalenten Ionenmengen) fiir das Luteo 
kobaltchlorid und das Hexolsalz auch untereinander bis auf den Ve 
suchsfehler aquivalent. Diese Umrechnung auf wahre Umladungs- 
konzentrationen ist in Tabelle X ausgefiihrt worden. 

Die Daten der Tabelle IX und X sind in Abb. 10 eingetragen. Im 
Gegensatz zu den Diagrammen der scheinbaren Umladungskonzentra- 
tionen (Abb. 7, 8 und 9) ergeben sich Kurven, die anscheinend nicht 
einem konstanten Endwert zustreben. 
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Einflu6B von Athylalkohol (A) bzw. Aceton (B und (C) auf die wahren Umladungskonzentratione: 
mit Hexolsalz, Luteokobaltchlorid, und Calciumchlorid bei Sojabohnenlecithin (A und B) un 
Eilecithin ((). 

Ordinaten: Logarithmen der wahren Umladungskonzentrationen. 

Abszissen wie in Abb. 7, 8 und 9. 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. K. C. Winkler, |. e., vgl. dort Abschnitt 6 
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Fiir die wahren Umladungskonzentrationen bleibt also die Schu/ 
Hardysche Regel fiir die Erreichung des Umladungspunktes giilti 
Das praktisch Aquivalentwerden der scheinbaren Umladungskonzent: 
tionen z. B. bei Hexol- und Luteoion (d. h. die gesamten erforderlich: 
Mengen als Konzentration aufgefaBt) beruht also nur darauf, daB « 
unter sich noch sehr verschiedenen wahren Umladungskonzentration 
zuletzt noch solche kleinen Ionenmengen von den gesamten zugegeber 
JIonenmengen erfordern, daB sie gegeniiber den unter sich aquivalent a: 
den jionogenen Stellen angehefteten Tonenmengen vernachlassigha: 


werden. 
13. Zur Theorie des Koazervationsmischtypus IV—I. 

Fir die Erklarung der durch Alkohol oder Aceton erzwungenen 
Autokomplexkoazervation (-flockung) sei auf die vorangehende Mit- 
teilung VIII* verwiesen, wo wir beim Gummi arabicum-Sol ebenfalls 
den folgenden Verhaltnissen begegneten: 

1. Bei Zunahme der Alkohol- bzw. Acetonkonzentration erscheint 
die Koazervation (Flockung) der Reihe nach von abnehmender Kationen- 
valenz. 

2. Die Schulze-Hardysche Regel gilt dabei zwar bei kleinen Deso|- 
vatationszustanden, bei starkeren werden die sechs- und dreiwertigen 
Kationen aquivalent. 

3. Bei kleinen Desolvatationszustanden heben sich Koazervations- 
(Flockungs-) Trajekte auf. 

4. Es erfolgt Umladung. Die dazu benétigten Mengen der sechs- 
und dreiwertigen Kationen werden bei héheren Konzentrationen unter 
sich praktisch aquivalent. 

5. Die Umladungskurve des Hexolsalzes erfihrt bei Zunahme der 
Alkohol- bzw. Acetonkonzentration erst bei héheren Konzentrationen 
eine geringe Ablenkung. 

Dabei spielen im wesentlichen folgence Umstande mit: 

I. Die effektive Anziehung ist jedes nal maximal‘beim Umladungs- 
punkt. 

II. Die effektive Anziehung beim Umladungspunkt ist um _ so 
kleiner, je héher die zu ihrer Erreichung erforderlichen Gleichgewichts- 
konzentrationen sind, sie nimmt also bei geringeren Desolvatations- 
zustainden in der Reihenfolge der Kationenvalenzen ab. 

Wahrend der Koazervationsmischtypus IV — I beim Gummi 
arabicum-Sol unter Mitwirkung von Resorcin nicht gelingt (Resorcin 
wirkt hier nicht desolvatierend), ist das beim Lecithinsol der Fall 


* Diese Zeitschr. 248, 115, 1932. 
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ieser Umstand erméglicht es,’sei es auch nur beim Lecithin, tiefer 

den Mechanismus dieses Koazervationsmischtypus einzudringen. 
beim Gummi arabicum-Sol ist der weitere Verlauf der Umladungskurven 
nach der Seite des rein wasserigen Milieus hin vollkommen unsicher. 
Beim Lecithinsol aber (vgl. Abb. 8 und 9) schneiden sich die mit Aceton 
und mit Resorcin erhaltenen Umladungskurven bei Verlingerung nach 
der Wasserseite des Diagramms hin etwa in einem Punkt der Ordinaten- 
achse. Es ist also sehr wahrscheinlich, daB Luteokobaltchlorid und 
Calciumchlorid schon in rein wasserigem Milieu umladet, obwolil dieser 
Vorgang nicht von einer Ausflockung begleitet wird. 

Der einfachste denkbare Fall des Koazervationsmischtypus wire 
nun, daB der das Solvatationsbestreben einschrinkende (also desol- 
vatatierende) Nichtelektrolyt keine Nebenwirkungen ausiibt und nur 
durch jene Desolvatationswirkung eine Autokomplexflockung  er- 
moéglicht, die in rein wasserigem Milieu (eben durch die zu geringe 
effektive Anziehung) nicht auftritt. 

Dieser Fall liegt weder bei Alkohol und Aceton noch bei Resorcin 
vor. Dann ergibt sich eine Klassifizierung nach jenen Nebenwirkungen: 

A. Keine Nebenwirkungen. In einem Umladungsdiagramm wiirden 
die Umladungskurven von Luteokobaltchlorid und Calciumchlorid 
horizontal verlaufen. 

B. Die JTonenadsorption wird abgeschwacht. Die Umladungs- 
konzentrationen werden erhéht. Im Diagramm steigen die Umladungs- 
kurven dann an. (Beispiel: Lecithin + Resorcin + Neutralsalz). 

C. Die lonenadsorption wird begiinstigt. Die Umladungskonzentra- 
tionen werden erniedrigt. Die Umladungskurven werden im Diagramm 
nach unten sinken. (Beispiel: Lecithin + Alkohol bzw. Aceton — Neu- 
tralsalz.) 

Es sei ausdriicklich betont, daB wir den fiir Lecithin gezogenen 
SchluB, daB Luteokobaltchlorid und Calciumchlorid schon in rein 
wasserigem Milieu umladen kénnen, nicht verallgemeinern dirfen. 
Vorlaufig bleibt also der weitere Verlauf der Umladungskurven beim 
Gummi arabicum-Sol (wo wir nur die mit Aceton kennen) vollig unsicher. 


14. Autokomplexkoazervation des Lecithinsols unter Mitwirkung anderer in 
Wasser léslicher organischer Substanzen. 

In der Einleitung wurde bereits berichtet, daB die Bereitstellung 
des Lecithins zur Autokomplexkoazervation mit niedrigerwertigen 
Kationen nicht nur durch Alkohol, Aceton oder Resorcin, sondern 
durch mehrere in Wasser lésliche, ja selbst in Wasser praktisch un- 
lésliche organische Verbindungen herbeigefiihrt werden kann. Hier 
beschranken wir uns auf die wasserléslichen Substanzen, tiber die wir 
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aber keine so eingehenden Untersuchungen anstellten, wie iiber Alkohv | 
Aceton und Resorcin. 
In zweitacher Hinsicht interessierten sie uns: 


1. Im Gegensatz zu der Autokomplexkoazervation mit Hilfe vou 


Alkohol, Aceton und Resorcin!, bei denen das Koazervat meistens s: 


solvatarm ist, daB nur Flocken entstehen, gelingt es mit mehreren de: 
unten beschriebenen Substanzen leicht, gréBere gutfliissige Koazervat 


tropfen zu erhalten. Dieselben eignen sich vorziiglich fiir die Verfolgung 


der morphologischen Anderungen im elektrischen Gleichstromfelde, div 
falls es sich um Autokomplexkoazervate handelt, durchaus zu erwarten 
sind (und in der Tat aufgefunden wurden, vgl. dariiber Mitteilung X1 

2. Orientierende Versuche sollten uns zeigen, welche Desolvatations- 
mittel, was ihre Nebenwirkungen auf die elektrischen Verhaltnisse 
betrifft, sich dem Aceton, welche dagegen sich dem Resorcin an 
schlieBen. 

Es mége nur eine kurze Ubersicht iiber unsere Erfahrungen folgen 


Ath yllactat. 

Es wurde eine Reihe von der folgenden Zusammensetzung angesetzt : 

5eem Athyllactat + 13 cem Calciumchloridlésung von variierter Kon 
zentration + 2cem Sol Nr. 13. Es wurde mit Hilfe der Kataphorese fest 
gestellt, daB bei etwa 5 Milliaquivalenten Calciumchlorid Umladung erfolgt. 

Das Athyllactat schlie®t sich somit an die in der vorhergehenden 
Studienreihe behandelten desolvatatierenden Substanzen Athylalkoho! 
und Aceton an: Die Umladungskonzentrationen werden mit steigende: 
Konzentration des desclvatatierenden Mittels erniedrigt. 

Um geniigend grobe Koazervattropfen fiir die Untersuchung der 
morphologischen Anderungen im elektrischen Felde zu erhalten, wurden 
Gemische von folgender Zusammensetzung hergestellt : 

5eem Athyllactat + 10 cem Caleiumchloridlésung von variierter Kon 
zentration + 5cem Sol Nr. 13. Die Gemische mit 4 und 7 Milliéquivalenten 
zeigten gleich nach der Herstellung Kaozervattropfen, mit 25 und 40 Milli- 
aquivalenten waren die Koazervate viel weniger fliissig und mehr koérnig 

Nach einer Nacht Stehen hatten sich die kleinen Koazervat- 
trépfehen der zwei erstgenannten Calciumchloridkonzentrationen zu 
groBen vereinigt. Schon nach 8 Stunden hatten sich ebenfalls geniigend 
groBe Koazervattropfen bei 40 Milliaquivalenten Calciumcblorid ge- 
bildet, die mit 12,5 Milliaquivalenten Calciumchlorid waren noch 
kérnig und nicht fiir die genannte morphologische Untersuchung zu 
gebrauchen. 


! Bei sehr hohen Resorcinkonzentrationen entstehen aber mit Calcium 
chlorid ebenfalls gutfliissige Koazervattropfen. 
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Die beiden ersteren erwiesen sich bei der kataphoretischen Unter- 


uchung als negativ, bei 25 etwa als ungeladen und bei 40 Millidquiva- 
lenten als positiv geladen. 

Mit der Zeit hat sich der Umladungspunkt also von etwa 5 auf 
etwa 25 Milliaquivalente verschoben. Wahrscheinlich hangt dies mit 
der fortschreitenden Verseifung des Esters zusammen. Jedenfalls ist 
zu ersehen, daB in der Nahe des Umladungspunktes die Solvatation 
veringer ist als in einiger Entfernung (die effektive Anziehung ist ja 
maximal beim Umladungspunkt). 


Chloralh ydrat. 

Fiigt man zu 2cem Sojabohnenlecithinsol Nr. 11 2 cem 50° ige 
Chloralhydratlésung und 1 cem 0,2 n Caleiumchloridlésung, so entstehen 
gutfliissige Koazervattrépfchen, die sich als negativ geladen erwiesen. 

In einer Versuchsreihe bestimmten wir beim Sojabohnenlecithinsol 
Nr. 11 (2 cem Sol auf 20 cem Endvolumen) einige Umladungskonzentra- 
tionen. (Vgl. Tabelle X1.) 


Tabelle XI. 


Umladungskonzentrationen der mit Chloralhydrat desolvatierten Soja- 
bohnenlecithinsole. 





Chloralh¥drat log Umladungs- 

Neutralsalz Endkonzentration konzentration 

in 0 in Aquivalenten 
Calciumehlorid 5 0,18—1 
Luteokobaltehlorid 2,5 0,94—3 
5 0,91—3 
10 OS88—3 


Aus dem geringen Sinken der Umladungskonzentration fiir Luteo- 
kobaltchlorid scheint zu folgen, daB das Chloralhydrat zu derselben 
Gruppe wie Aceton und Athylalkohol gehért. 

Bezeichnend ist aber, daB bei den Konzentrationen die hier schon 
fiir die Bereitschatt zur Autokomplexkoazervation rnétig sind, die 
Erniedrigung der UmJadungskonzentrationen nur noch sehr gering- 
fiigig ist. 

Ather. 

In einer orientierenden Mitteilung tiber das kolloidchemische 
Verhalten verschiedener Lecithine! wurde schon iiber die Koazervation 
des Lecithinsols Nr. 8 + Ather + Neutralsalz berichtet. Bei mit 
Ather gesittigtem Sol zeigte sich bei den dort beschriebenen Aus- 
schiittelungsversuchen mit einer Atherschicht keine Aquivalenz zwischen 


1 Diese Zeitschr. 234. 347, 1931. 
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Hexolsalz und Luteokobaltchlorid, so daB es den Anschein hat, dai 
Ather sich nicht so sehr an Alkohol, Aceton oder Athyllactat anschlie{i: 
sondern mehr an Resorcin. 


Chloroform. 


Geléstes Chloroform wirkt stark desolvatatierend, und es entstehen 
beim Sojabohnenlecithinsol + Calciumchlorid wasserarme,  flockige 
Koazervate. 

Anilin. 

Hier wurde festgestellt, daB besonders bei der Annaherung de: 
Sittigungsgrenze des Wassers mit Anilin im Sojabohnenlecithinso!| 
groBe, gutfliissige Autokomplexkoazervattrépfchen bei Gegenwart von 
Calciumchlorid entstehen. Wir gingen aus von einer Mischung gleiche: 
taumteile Lecithinsol Nr. 11 und n/10 Caleiumchloridlésung. Schiittelt 
man 10 cem Mischung mit 0,2 cem frisch destilliertem Anilin, so entsteht 
ein kérniges (also solvatarmes) Koazervat. Mit 0,3 ccm der Mischung 
aber entstehen groBe, gutfliissige Koazervattropfen, die sich fiir die 
Untersuchung im elektrischen Felde sehr gut eignen. 

Mit mehr Anilin treten verwickeltere Verhaltnisse aut, die in Mit- 
teilung XI ausfiihrlicher beschrieben werden sollen. 

Zum Studium der Desintegrationserscheinungen im elektrischen 
Felde eignen sich die gutfliissigen Koazervate, die in folgenden 
Mischungen entstehen: 5cem Sol Nr. 13 + 15cem Calciumchlovid- 
lésung von variierter Konzentration + 9,6 cem Anilin. 

Bei den Endkonzentrationen von 40, 50 und 100 Milliaquivalenten 
Calciumchlorid erwiesen sie sich kataphoretisch als negativ geladen 
Damit ist also klar, daB das Anilin sich durchaus nicht an Alkohol, 
Aceton oder Athyllactat anschlieBt, sondern mehr an Resorcin. 


Menthol. 


Es wurden 5 cem Sol Nr. 11 + 14 cem Calciumchloridlésung einige 
Stunden mit Mentholkristillchen bei Zimmertemperatur geschiittelt. 
Das Koazervat erscheint zuerst in Form ziemlich solvatarmer Kliimp- 
chen, die aber bei fortgesetztem Schiitteln solvatreicher und gut fliissig 
werden; auch sind die Trépfehen fiir die Untersuchung der Desinte- 
grationserscheinungen sehr geeignet. 

Bei einer Endkonzentration von 50 Milliaquivalenten sind dieselben 
kataphoretisch negativ, bei 100 Milliaquivalenten schwach positiv und 
bei 150 Millidquivalenten starker positiv geladen. 

Aus den gemessenen kataphoretischen Geschwindigkeiten findet 
man durch Interpolation die Umladung bei etwa 80 Milliaquivalenten 

Der EinfluB auf die Umladungskonzentration ist also nur gering 
fiigig. 
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15. Die Ausnahmestellung der Lecithinautokomplexkoazervation. 


Im Gegensatz zu dem in dieser Reihe bis jetzt beschriebenen 


heispielen von gewohnlicher und Autokomplexkoazervation ist die 


hier untersuchte Autokomplexkoazervation in hchem Mabe schwer 
umkehrbar. Eine einmal entstandene Flockung oder Koazervation 
ist nicht leicht wieder in den Solzustand zuriickzubringen. 

So verhindern zwar zugesetzte Neutralsalze gemaB den Valenz- 
reihen die Entstehung der Autokomplexflockungen. Wenn sie aber 
einmal entstanden sind, werden sie von hinzugefiigtem Neutralsalz 
nicht oder nur unvollkommen wieder gelést. 

Es scheint, daB dies nahe zusammenhingt mit der ganz besonderen 
Natur der Filme, die die Autokomplexkoazervate des Lecithins umgeben. 

Auch die Erscheinungen im elektrischen Gleichstromfelde, bei 
denen (wie bei den bisher beschriebenen gewéhnlichen und Auto- 
komplexkoazervaten) die morphologischen Erscheinungen Spiegel- 
bilder zueinander sind, je nachdem die kataphoretische AuBenladung 
des Tropfens wechselt, zeigen sehr bedeutende Abinderungen von dem 
gewohnlichen Desintegrationsvorgang. Auch hierbei spielt der AuBen- 
film eine hervorragende Rolle. Das ist ebenso der Fall bei Vakuolisa- 
tionen, die durch anderweitige Ursachen entstehen. Dieses besondere 
Verhalten der Lecithinautokomplexkoazervate ist nicht nur bei den 
unter Mitwirkung von in Wasser gut bis wenig léslichen, sondern 
ebensosehr bei den unter Mitwirkung von in Wasser praktisch un- 
lislichen Koérpern entstandenen gutfliissigen Koazervattropfen der Fall. 

Die nahere Besprechung dieser Erscheinungen wird in Mit- 
teilung XI erfolgen. 

Zusammenfassung. 

1. Die Flockung von Solen von gereinigtem Lecithin mit Hexolsalz 
ist eine Autokomplexflockung (Umladung, Verhinderung durch Neutral- 
salze, entsprechend den beiden Valenzreihen). Beim Umladungspunkt 
wird Hexolion praktisch quantitativ an die ionogene Oberflache 
adsorbiert. 

2. Verschiedene in Wasser gut bis wenig lésliche Nichtelektrolyte 
(Alkohol, Aceton, Athyllactat, Resorcin, Chloroform, Ather, Chloral- 
hydrat, Anilin, Menthol) fiihren die Bereitschaft zur Autokomplex- 
koazervation mit den niedrigerwertigen Kationen herbei. 

3. Ausfiihrlicher wurde die Bereitstellung mittels Alkohol, Aceton 
und Resorcin untersucht. In dem Flockungstrajekt tritt Umladung 
mit Luteokobaltchlorid und Calciumchlorid auf. 

4. Die Autokomplexkoazervation (z. B. mit Caleiumchlorid) wird 
durch hinzugefiigte Neutralsalze (z. B. durch Natriumchlorid) ver- 
hindert. falls dieselben bei dem vorliegenden Desolvatationszustande 
fir sich noch keine Ausflockung hervorrufen. Daf diese Verhinderung 
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auf Herabsetzung der von den entgegengesetzten Ladungsstellen a, 
gehenden effektiven Teilchenanziehung beruht, geht aus dem Auftretey 
von Valenzreihen bei dieser Verhinderung hervor. 

5. Die scheinbaren Umladungskonzentrationen der beiden letzter 
Neutralsalze sinken mit steigender Aceton- bzw. Alkoholkonzentration 
rasch ab. Die des Luteokobaltchlorids wird dabei praktisch der des 
Hexolsalzes aquivalent. 

6. Die wahren Umladungskonzentrationen bleiben aber bei 
steigender Alkohol- bzw. Acetonkonzentration untereinander sel): 
verschieden und folgen der Schulze-Hardyschen Regel. 

7. Das unter 4. Mitgeteilte zeigt an, daB zur Erreichung der kata- 
phoretischen Nulladung untereinander aquivalente Kationenmengen 
adsorbiert werden miissen. 

8. Die Umladungskonzentrationen steigen bei zunehmender Re- 
sorcinkonzentration an. 

9. Die Umladungskurven des Luteokobaltchlorids (mit Aceton 
bzw. Resorcin erhalten) ergeben bei Extrapolation auf die Konzentra- 
tion Null des Nichtelektrolyten etwa denselben Wert fiir die Um- 
ladungskonzentration. Dasselbe gilt fiir die Umladungskurven des 
Calciumchlorids. 

10. Damit ist eine Umladung in rein wiasserigem Sol sehr wahr- 
scheinlich, obwohl sie dort nicht von einer Autokomplexkoazervation 
begleitet wird. Die effektive Anziehung, die durch Adsorption niedriger- 
wertiger Kationen entsteht, ist zu gering, um die betrachtliche effektive 
AbstoBung (starkes Solvatationsbestreben) zu tiberwinden. 

11. Bei Herabsetzung der effektiven AbstoBung (Herabsetzung des 
Solvatationbestrebens durch Aceton, Resorcin usw.) wird erst die Auto- 
komplexkoazervation erméglicht. 

12. Den reinen Fall dieser Bereitstellung, ohne das Neben- 
wirkungen auf die elektrischen Verhaltnisse vorliegen, zeigen weder 
Aceton oder Alkohol noch Resorcin. Ersteres verstarkt die Kationen- 
adsorption, Resorcin schwacht sie ab. Das ergibt sich aus dem unter 
4., 5. und 7. Mitgeteilten. 

‘13. Weitere orientierende Versuche iiber die Bereitschaft des 
Lecithins zur Autokomplexkoazervation mit den iibrigen in 2. ge- 
nannten Stoffen werden mitgeteilt. Mit den meisten gelingt es dabei 
leicht, gutfliissige Koazervattropfen zu erhalten. 

14. In mehrfacher Hinsicht weisen die Autokomplexkoazervate 
des Lecithins eine Ausnahmestellung auf (schwierige Umkehrbarkeit, 
Modifikationen der Desintegrationsvorginge im elektrischen Gleich- 
stromfelde, Verhalten bei den durch anderweitige Ursachen hervor- 
gerufenen Vakuolen). 
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Zur Vereinfachung der Mikrojodbestimmung. 


Von 
A. Wtadystaw Elmer. 


\us dem Laboratorium der I. Inneren Abteilung des Allgemeinen Kranken- 
hauses Lwoéw.) 


(Eingegangen am 11. Mdrz 1932.) 


Das zunehmende Interesse fiir das Jodproblem in der Klinik 
wurde durch den Mangel an einer klinischen Mikrojodbestimmung 
gehemmt. Die bisherigen zahlreichen Jodbestimmungsmethoden, die 
hauptsachlich fiir den Jodkreislaut in der Natur ausgearbeitet wurden, 
waren sehr miihsam, zeitraubend und verlangten ein ziemlich groBes 
Untersuchungsmaterial und konnten den klinischen Arbeitsbedingungen 
nicht entsprechen. Am deutlichsten traten diese Schwierigkeiten bei 
Serienuntersuchungen im Blute hervor, wie ich mich mit Bee (1) in 
Selbstversuchen iiberzeugen konnte. Als Kliniker suchten wir auf 
Grund der bisherigen Methoden eine derart modifizierte Methode 
auszuarbeiten, die den klinischen Zwecken am meisten entsprechen 
kénnte. Dieses Mikrojodverfahren, das wir beschreiben wollen, ist 
unserer Meinung nach unter den bisherigen Methoden das einfachste, 
verlangt nur etwa 2 bis 2!/, Stunden Arbeitszeit und kann in 5cem 
Blut (bei Hyperthyreosen in noch kleineren Blutmengen) ausgefiihrt 


werden. 
Prinzip der Methode. 


In groBen Ziigen dargestellt, beruht die Methode auf der Ver- 
nichtung der organischen Substanz durch Verkohlung im Porzellan- 
tiegel und Veraschung im Verbrennungsrohr, der Anreicherung des 
Jods durch Alkoholextraktion im Laqueurschen Mikroextraktions- 
apparat und der eigentlichen titrimetrischen oder kolorimetrischen 
Jodbestimmung nach der Brom-Schwefelséuremethode. 


Reagenzien. 
Samtliche Reagenzien sollen jodfrei sein. Die Reinigung der Reagenzien 
erfolgt nach v. Fellenberg (2) und Reith (3). 
iz? 














164 A. W. Elmer: 


Jodfreies Wasser, 50°,,ige Pottaschelésung, 95- bis 96°,iger Alko! 
0,5n H,SO,-Lésung, gesittigtes, frisches Bromwasser, 1/,°,ige Star! 
lésung, O,1- und 5°, ige KJ-Lésung. 

Standardlésung: 0.658 g KJ (getrocknet bei 110°C) werden in 500 « 
Wasser gelést; aus dieser Stammlésung, welche in | cem 1000 y J enth: 
werden schwachere Lé6sungen von |: 10 und 1: 100 hergestellt. 


n Thiosulfatlésung, Quarzpulver. 


1 
250 


Der Gang der Analyse. 


Da die Destruktion der organischen Produkte im geschlossene; 
System nach McClendon (4), Schwaibold (5), Reith (6),v. Fellenberg (7) uw. 
wegen der zeitraubenden Bestimmung und komplizierten Apparatw 
in der Klinik nicht in Frage kommt, haben wir uns zu der offenen 
Verbrennung, und zwar zu der Verbrennungsmethode von Hdjer (s 


und Biilmann (9) entschlossen. 


1. Die Verkohlung. 5ccem Oxalatblut werden in einen kleinen Porzellan 
tiegel iibergefiihrt, mit etwa 1 cem 50° iger Pottaschelésung versetzt und 
auf dem Wasserbad zur Paste eingedickt, nachher auf einem Sandhad 
(oder in einem elektrischen Ofen) bei einer Temperatur von etwa 400 }jis 
500°C vorsichtig erhitzt. Um die Verkohlung zu beschleunigen und das 
eventuelle Aufblihen zu vermeiden, wird die Paste von Zeit zu Zeit mit 
einem Porzellanstépsel niedergedriickt. Die Substanz wird mit einer Kell 
fein gepulvert. Nach etwa ?/, Stunden ist die Verkohlung gewoéhnlic! 
vollendet und soll ein schwarzes und trockenes Pulver liefern. 


2. Die Veraschung. Die pulverisierte Kohle wird mit einer Kelle 
ein Porzellanschiffchen (10 1,2 em) iibergefiihrt, in diimner Schicht aus 
gebreitet und im Verbrennungsrohr (30 » 2,5¢m) aus Supremaxglas (Sc/of/ 
Jena) vorsichtig im Sauerstoffstrom verbrannt. Im Gegensatz zu Hd): 
ziehen wir den Sauerstoff vor, da die Veraschung genauer und schnelle: 
(in 5 bis 6 Minuten) als bei Durchblasen von Luft verlauft. Bei der Ve 
brennung mu8 vorsichtig vorgegangen werden. Zuerst wird das Suprema. 
. rohr mit zwei Brennern schwach vorgewarmt und allmahlich bis zur Rotglut 
erhitzt. Gleichzeitig wird ein Sauerstoffstrom, der mit Hilfe eines Reduktor- 
reguliert wird, zugefiihrt. Wahrend der Verbrennung darf kein braune! 
oder schwarzer Rauch aufsteigen. Sein Erscheinen beweist, daB die Sul 
stanz im Porzellantiegel ungeniigend verkohlt wurde. Der Sauerstoffstro: 
mu vorsichtig zugefiihrt werden, damit die pulverisierte Kohle nicht 
ins Glithen gerat oder gar direkt zu brennen anfangt, da sonst groBe Joc 
verluste unvermeidlich sind. Die Verbrennung ist vollenaet, wenn im Schit! 
chen eine gelbe oder orangegelbe Asche zuriickbleibt. Im Gegensatz 7 
Hoéjer wird aut die Absorption der jodenthaltenden Verbrennungsprodukt: 
in der Vorlage verzichtet, da einerseits die gewé6hnliche Vorlage die Jod 
mengen nicht auffangt, wie es Biilmann bewiesen hat! (man miiBte also 
die komplizierte Apparatur z. B. nach McClendon oder Reith anwenden. 
wodurch die Methode zu umstandlich und zeitraubend wiirde), andererseit 
sind die wihrend der Veraschung entweichenden Jodmengen so gering 
daB dadurch das Resultat seinen Wert fiir klinische Zwecke nicht einbiil\! 


! Privatmitteilung. 
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3. Die Jodextraktion mit Alkohol. Statt einer langwierigen und wenig 
riedigenden Alkoholextraktion nach v. Fellenberg verwenden wir das 
Extraktionsverfahren nach Lunde und Wiilfert (10) im Mikroextraktions 
arat nach Laqueur (11). Nach dem Abkiihlen des Schiffchens wird die 
\sche mit ganz geringen Wassermengen befeuchtet und ohne Filtrieren in 
n Laqueurschen Apparat tbergeftihrt. Auf das Filtrieren kénnen wit 
Gegensatz zu Lunde und Walfert verzichten, da die Veraschung im 
Verbrennungsrohr griindlicher als bei offener Verbrennung in der Eisen 
schale nach v. Fellenberg-Lunde durchgetiihrt wird. Dadurch wird das Extrak 
msverfahren vereinfacht und Zeit erspart. Das Schiffchen wird zwei- bis 
lreimal mit wenigen Tropfen Wasser und nachher mit 95- bis 96° ig. Alkohol 
isgewaschen. Im allgemeinen trachte man, mit den kleinsten Wassermengen 
auszukommen, damit die Pottasche nicht zu stark verdiinnt wird. Die 
\sche wird binnen 15 bis 20 Minuten mit 95- bis 96° ig. Alkohol im Apparat 
extrahiert. Es ist zu vermeiden, das Extrahieren bei zu hoher Temperatur 
les Wasser- bzw. elektrischen Bades durchzufiihren, da sonst der Alkohol- 
extrakt mit der Asche verunreinigt werden kann. Der Alkoholextrakt soll 
tarblos und durchsichtig sein. 

4. Das Glithen in der Gold- bzw. Platinschale. Der Alkoholextrakt 
wird tiber einem Glasstabchen in die Gold- bzw. Platinschale iibergefiihrt. 
ut 3 bis 5 Tropfen Pottaschelésung versetzt und der Extraktionskolben 
dreimal mit wenig Wasser ausgespiilt. Vorsichtige Eindamptung auf dem 
Wasserbad, damit die Fliissigkeit nicht spritzt und die Salze auf dem 
Boden der Schale sich ruhig absetzen kénnen, was durch einen geniigenden 
Wasserzusatz bewirkt wird. Nach vollstandigem Eindampfen bleibt eine 
gleichmaBige Schicht. die sehr vorsichtig tiber der freien Bunsenflamme 
ausgegliht wird. Da bei unvorsichtigem Gliihen ein erheblicher Jod- 
verlust eintritt, muB die Schale rasch iiber die Fklamme hin und her bewegt 
werden, so daB sie nur kurz in der Flamme verweilt. Man mu8 aufpassen, 
daB alle Teile der Schale gleichzeitig ausgegliiht werden. Das Gliihen 
ist vollendet, wenn am Boden der Schale ein gleichmaBiger und rein weiBer 
Niederschlag entsteht. Bildet dagegen der Niederschlag Unebenheiten, 
so muB er mit etwas Wasser angefeuchtet, wiederholt eingedampft und 
vegliiht werden. 

5. Die Alkoholextraktion aus der Goldschale in die Platinschale. Nach 
dem Abkiihlen der Goldschale wird der Niederschlag mit 1} bis 2 cem 
#5 ',ig. Alkohol und nachher vorsichtig mit einigen Wassertropfen versetzt, 
damit ein gleichmaBiger Salzbrei bei Verreibung mit dem Achatpistill 
entsteht. Wird die breiige Konsistenz nicht erreicht, so war der Pottasche- 
zusatz zu klein und em Jodverlust sicher. Der Alkoholextrakt wird in die 
Platinschale genau dekantiert, indem der zugespitzte Rand der Goldschale 
mit der nach innen eingebogenen Stelle der Platinschale in Beriihrung 
gebracht wird. Die Extraktion wird drei- bis viermal wiederholt. Wenn 
wahrend der Extraktion der Niederschlag in der Schale zu trocken ist, 
soll statt Wasser ein wenig Pottasche zugegeben werden, da durch die 
Verdiinnung des Alkohols zu viele Salze in die Extraktionsfliissigkeit 


gelangen. die die eigentliche Jodbestimmung stéren (Reith). Es ist zu be 
achten, daB der Brei wahrend des Dekantierens nicht in die Platinschale 
iibergeht. Der Alkoholextrakt wird in der Platinschale mit Wasser aa 
verdiinnt und ohne Pottaschel6sung auf dem Wasserbad eingedampit. Es 
bleibt ein geringer Riickstand, der fiir die eigentliche Jodbestimmung 
geeignet ist. Auf das wiederholte Extrahieren und Gliihen in der Platin 
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schale nach v. Fellenberg und Lunde kénnen wir verzichten, da die Veraschi: 
im Verbrennungsrohr im Sauerstoffstrom viel griindlicher als in der Eise 
schale verlauft. 

6. Die eigentliche Jodbestimmung. Der Salzriickstand wird titri- 
metrisch oder bei Werten unter 1 y J kolorimetrisch bestimmt. Vo) 
der titrimetrischen Jodbestimmung nach Winkler (12) in der Modifik: 
tion von v. Fellenberg sind wir zur Titration nach der Reithschen (3 


Brom-Schwefelsiuremethode iibergegangen. Der Salzriickstand wir 


in einer geringen Wassermenge gelést und in einen kleinen Erlenmeyer 
Kolben tibergefiihrt. Die Platinschale wird wiederholt mit etwas Wasse; 
gespult; dabei darf das gesamte Fliissigkeitsvolumen im Kolben 1,5 bis 
1,8 cem nicht iiberschreiten. Die Lésung muB klar sein und darf keine 
groBeren Pottaschemengen enthalten (was gewohnlich bei zu reichlichen 
Salzriickstand eintritt), da sie einen Jodverlust verursachen kénne 
[Schwaibold und Harder (13)}. Die Lésung wird tropfenweise mit 0.5 
H,SO, bis zur Saurereaktion (auf Methylorangepapier), nachher mit 
1 bis 2 Tropfen 0,5 n H,S O, und mit 2 bis 3 Tropfen gesattigtem, frisch zu- 
bereitetem Bromwasser (Oxydation zu Jodaten) versetzt. Man wirft 
etwas Quarzpulver hinein (um das Spritzen der Fliissigkeit zu vermeiden) 
und erhitzt vorsichtig die Fliissigkeit auf dem Sandbad und kochit 
45 Sekunden. Nach dem Abkiihlen kann die ‘itration bzw. die Kolori- 
metrie vorgenommen werden. 

a) Die Titration. Man fiigt 0,lceem 5°,ige KJ-Lésung zu, 
3 Tropfen Starkelésung und titriert langsam mit !/..9n Thiosulfat- 
lésung mit einer Mikropipette oder Mikrobiirette nach W idmark bzw 
nach Rehberg, die in 0,001 ccm eingeteilt sind. Gleichzeitig wird auch 
eine bekannte Jodmenge, z. B. 2 y Jodion, in derselben Weise behande!t 
(zu 2y J figt man etwas Wasser, tropfenweise Schwefelséiure, Bron: 


. Wasser usw. Zu). 


Beispiel. Fiir 2 y Jodion verbrauchte man 0,024 cem einer Thiosulfat 
lésung (etwa */,,.n), fiir 5eem Blut (Basedow) verbrauchte man 0,021 cc 
derselben Thiosulfatlésung. Die Gleichung x: 0,021 2:0,024 ergibt 
x= 1,75y J. Die Jodmenge im Blute betragt als 35 y-°,. 

b) Die Kolorimetrie. Nachdem wir mehrere kolorimetrische 
Methoden nach v. Fellenberg, McClendon und Cetimi (14) erprobt hatten 
kamen wir zum SchluB, daB die kolorimetrische Bestimmung mit de: 
Jod-Stairkereaktion nach Reith die zuverlassigsten Resultate gibt. Die 
Werte kénnen bis 0,15 y J genau verfolgt werden. Diese kolorimetrische 
Methode wurde von Remington, McClendon und Kolnitz (15) abgelehnt 
Wir miissen aber bemerken, daB sie nach J'urner (16) mit zimmerwarmen, 
nicht aber mit eisgekiihlten Fliissigkeiten gearbeitet haben. 


Das kolorimetrische Verfahren wird in folgender Weise aus- 
gefiihrt : 
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Die Lésung wird aus dem Erlenmeyer-Kolben in ein kleines Réhr- 
chen (78x 10mm), welches eine Marke bei 2 ccm tragt, iibergefiihrt, 
bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt und in Eiswasser abgekiihlt. Nach 
vollstandiger Abkiihlung fiigt man 3 Tropfen Starkel6sung und 0,1 ccm 
0,1°,ige KJ-Lésung hinzu, mischt mehrmals und vergleicht die Blau- 
firbung mit einer bekannten Standardlésung von 0,15 bis LO y J. 

Wird die Jodbestimmung in geringen Mengen organischer Substanz 
ausgefiihrt (z. B. im Harn), so ist die Verbrennung im Rohr iiberfliissig 

WUeClendon (17)]. Man verbrennt nach v. Fellenberg-Lunde (18) in eine 
Eisen- oder Nickelschale und bestimmt dann das Jod wie oben. 

Bei der Untersuchung anderer Materialien fiigt man zu einer gewogenen 
Probe ein Stiickchen KOH (dabei darf die zugesetzte Atzkalimenge 25”, 
vom Gewicht der Probe nicht iiberschreiten), etwas Pottaschelésung. 
wenig Alkohol und Wasser zu und erwarmt auf dem Wasserbad bis zur 
vollstandigen Auflésung. Weitere Behandlung wie oben. 

Bei der Bestimmung der Jodkomponenten im Blute (organische 
und anorganische Fraktion) fiihrt man die Trennung nach der Methode 
von Lunde und Closs (19) (alkoholische Trennung im Sowhletschen 
Apparat) oder nach der Methode von Pincussen und Roman (20) aus 
(Trennung durch Elektrodialysation im Apparat von FEttisch-Ewigq). 
Das Jod wird jetzt in beiden Fraktionen getrennt, nach der oben dar- 
gestellten Methode fiir Blut, bestimmt. 


Zusammenfassung. 


Das ausgearbeitete Mikrojodverfahren bildet die einfachste, 
klinische Methode, die die Bestimmung in 5ccm Blut binnen etwa 
2 bis 2'/, Stunden durchzufiihren erlaubt. 
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Uber den intermediiren Stoffwechsel 
der mit Trypanosomen infizierten Meerschweinchen. 


Von 


Georg Scheff. 
(Aus dem Hygienischen Institut der kgl. ung. Elisabeth-Universitat, Pécs 


(Eingegangen am 15. Mdrz 1932.) 


In einer friiheren Arbeit! habe ich mich mit dem intermediaren 
Stoffwechsel der Trypanosomeninfektion der Ratten beschaftigt. Hier 
soll die Meerschweinchentrypanosomiase von Ahnlichen Gesichts 
punkten aus behandelt werden. Bekanntlich verhalten sich Ratten und 
Meerschweinchen gegeniiber der Trypanosomeninfektion wesentlich 
verschieden. Wahrend namlich die Erkrankung der Ratten akut 
verlauft und bei stetiger Vermehrung der Parasiten im Blute zu Tode 
fiihrt, ist der Prozef} beim Meerschweinchen ein chronisch inter- 
mittierender, wobei die Parasiten bald massenhaft im Blute auftreten, 
bald vollstandig verschwinden. Dieser Unterschied diirfte vor allem 
in dem abweichenden immunbiologischen Schutzmechanismus _ be- 
griindet sein. Doch war es von Interesse, nachzusehen, wie sich die 
biochemischen Vorgiange, die ich fiir Ratten ermittelt habe, bei der 
intermittierenden Erkrankung der Meerschweinchen gestalten, be- 
sonders ob sie mit den Exacerbationen und Remissionen in Zusammen- 
hang gebracht werden k6énnen. 

Zu meinen Versuchen habe ich erwachsene Meerschweinchen vet 
wendet, die mit Hafer und Riiben gefiittert wurden. Dem eigentlichen 
Versuch ging immer eine acht- bis zehnstiindige Karenzzeit voran. Hierdurch 
konnte auch der in den letzten Stunden der Infektion verminderten FreBlust 
der Tiere Rechnung getragen werden. Zur Infektion wurde ein seit Jahren 
fortgeziichteter Stamm von Trypanosoma equiperdum benutzt, mit welchem 
meine zitierten Rattenversuche ausgefiihrt worden sind. Der jeweilige 
Stand des Krankheitsprozesses wird in den Protokollen einerseits durch 
die Dauer der Infektion, andererseits durch die im Blute gefundene Trypano 
somenzahl, ausgedriickt durch das Verhaltnis Erythrocyten: Tryp., ge 


1 Scheff, diese Zeitschr. 200, 308, 1928. 
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unzeichnet. Der Tod der Tiere tritt nach mehreren Exacerbationen und 
Kemissionen gewOhnlich bei maximaler Trypanosomenzahl (z. B. 5 bis 
Blk.: 1 Trypanosoma), seltener nach Schwund der Parasiten ein. Ab- 
sehen von einem mehr oder minder hochgradigen Gewichtsverlust und 
ier Mattigkeit, die | bis 2 Tage vor dem Tode zu konstatieren ist, 
d bis kurz vor dem Tode keine bedrohlichen Symptome vorhanden. Das 
entliche Endstadium, in dem das Tier sich auf die Seite legt und mit 
\temschwierigkeiten kampft, setzt gewohnlich erst 1 bis 2 Stunden vor 


m Tode, selten etwas friiher ein. | bis 2 Tage vor dem Tode. dessen Zeit 


inkt auf Grund der obigen Anzeichen mit einiger Bestimmtheit voraus 
resagt werden kann, kOnnen die Tiere durch entsprechende Dosen von 


Germanin noch geheilt bzw. die Trypanosomen zum Verschwinden gebracht 
werden. Das zu den Versuchen notige Blut wurde mittels Herzpunktion 
entnommen. Der Blutzucker wurde nach Bang-Ernst, Leber und Muskel- 
ulvkogen nach Dische und Popper', Blut und Leberlipoide nach der von 

ir in Gemeinschaft mit Horner moditizierten Bang-Blix- bzw. Bloorschen 
Methode, endlich die Serumeiwei®fraktionen nach Fried? bestimmt. Uber 
die histologischen und histochemischen Untersuchungen, die anschlieBend 
un die chemischen an verschiedenen Organen ausgefiihrt worden sind. soll 


an anderer Stelle berichtet werden. 


Verhalten des Blutzuckers. 


Nach der umtangreichen Literatur der letzten Jahre kann es als fest- 
stehend angesehen werden, daB im Mittelpunkt der biochemischen Vor 
gange bei der Trypanosomenintektion eine Storung des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels steht, was sich am deutlichsten an dem Herabsinken des 
Blutzuckerspiegels, besonders in dem fortgeschrittenen Stadium der In 
fektion erkennen laBt. Beziiglich der Literatur dieser Frage sei auf meine 
eingangs zitierte Arbeit verwiesen. Hier sollen nur einige jener Arbeiten 
hervorgehoben werden, welche die Trypanosomeninfektion der Meer- 
schweinchen zum Gegenstand hatten. So haben Dubois und seine Mit 
arbeiter (Bouckaert und Bruynoghe*) bereits im Jahre 1927 sehr niedrige 
Blutzuckerwerte bei sechs mit Trypanosoma Brucei (Uganda) intizierten 
Meerschweinchen gefunden. Im Endstadium betrugen diese 0,03 bis 0,02 °,, 
Diese Autoren machten bereits darauf aufmerksam, daB sich diese Hypo- 
glykamie durch Trypanarsil leicht beheben laBt. In einer spateren Arbeit 
kommt Dubois auf die Frage nochmals zuriick und nimmt mit Bezug auf 
die lebensverlangernde Wirkung der Zuckerinjektionen an, da der Tod 
infolge der Hypoglykamie eintritt. Anderer Ansicht ist Cordier4, der eine 
gesetzmaBige Beziehung zwischen Trypanosomenzahl (Trypanosoma equi- 
perdum) und Blutzucker entschieden ablehnt. Die gleiche Ansicht ver- 
treten auch Zotta und Radakoviti®. Sie haben den Niichternblutzuckerwert 
und auch die Trypanosomenzahl (Trypanosoma Brucei) taglich wahrend 


des ganzen Infektionsprozesses an fiinf Meerschweinchen bestimmt und 
kommen zu dem SchluB, daB ein proportionaler Zusammenhang zwischen 


' Dische-Popper, diese Zeitschr. 175, 371, 1926. 

® Fried, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 60, 515, 1928. 

3 Dubois u. Mitarbeiter, C. r. Soc. Biol. 95, 1130; 96, 431; 99, 656; 
Bull. Acad. Med. 7, 142, 1927. 

4 Cordier, C.r. Soc. Biol. 96, 971. 

5 Zotta-Radakovici, Arch. Roum. Path. exp. 2, 55, 1929. 
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Blutzucker und Trypanosomenzahl nicht besteht. Die Schwankungen 
Blutzuckerwerte wollen Verfasser als Wirkung von Trypanosomenen« 
toxinen erklaren. Die in dem fortgeschrittenen Stadium der Infektion au 
von ihnen beobachtete Hypoglykimie aber als agonale, somit fiir di 
Trypanosomeninfektion nicht spezifische Erscheinung deuten. Sie schlie! 
sich damit der Ansicht von Regendanz' an, der im Gegensatz zu mir w 
vielen anderen Forschern den Verbrauch des Zuckers durch die lebende: 
Trypanosomen bezweifelt. Mit Riicksicht auf die Divergenz der Ansicht: 
will ich an der Hand der Beschreibung meiner einschlagigen Versuche a 
die Arbeit von Zotta und Radakovici zuriickkommen. 

Ich habe eine gréBere Anzahl von Blutzuckerbestimmungen a: 
mit Trypanosoma equiperdum infizierten Meerschweinchen in den ver- 
schiedensten Stadien des Krankheitsprozesses ausgefiihrt. Normale 
Tiere dienten zur Feststellung der physiologischen Werte. Unte: 
17 Normaltieren fand ich 14mal Werte zwischen 110 und 120 mg-' 
2mal zwischen 120 und 130 und I mal zwischen 100 und 110. Im Mitte! 
116 mg-°,,. (Bei Ratten liegen die Werte zwischen 90 und 110 mg-' 
Bei den infizierten Tieren habe ich mich — um gréBere Blutverluste 
durch tagliche Blutentnahme zu vermeiden — darauf beschrankt, die 
Blutzuckerwerte nur in den wichtigsten Stadien, d.h. zur Zeit der 
héchsten Trypanosomenzahl und in den parasitenfreien Stadien vor 
zunehmen. Diese Stadien konnten durch fortlaufende Bestimmung 
der Trypanosomenzahl ermittelt werden, wozu ja bekanntlich nicht 
mehr als ein Tropfen Blut notwendig ist. So anmutend auch tagliche 
Blutzuckerbestimmungen bei ein und demselben Tiere, wie sie Zotta 
und Radakovici unternommen haben, sein mégen, kénnen erhebliche 
Blutverluste fiir die Zuckerwerte nicht ohne weiteres als belanglos 
betrachtet werden. AuBerdem sind tigliche Bestimmungen fiir dir 
vorliegende Frage von keinem wesentlichen Vorteil. Uberblickt man 
die Tabelle I, so ist es ohne weiteres ersichtlich, daB die tiefsten Blut- 
‘zuckerwerte vor dem Tode beobachtet werden kénnen. Wie wenig 
aber daraus der SchluB gezogen werden kann, daB die Hypoglykamie 
bloB eine unspezifische ,,agonale*‘ Erscheinung ist, folgt aus folgende: 
Betrachtungen: Zunachst findet man in der Tabelle eine Anzahl von 
hypoglykamischen Werten (98, 88, 82, 87 mg-°,, gegentiber den Norma! 
werten, die bei 16 von 17 untersuchten Tieren tiber 110 mg-°, liegen 
schon mindestens 24 Stunden, zum Teil aber viele Tage bis 2 Wochen 
vor dem Tode, zur Zeit eines friiheren Hochstandes der Trypano 


somenzahl. 


DaB die Ausschlage hier nicht so groB sind, wie in dem Endstadiun 
steht im besten Einklang damit, daB auch die Trypanosomenza! 
stets geringer war. Somit ergibt sich auch aus diesen Versuchen de: 


1 Regendanz, s. bei Scheff, l.c. 
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” Tabelle I. 


Blutzuckerbestimmungen bei infizierten Meerschweinchen (Normalwerte im 














au 
: Mittel 116 mg-°,). 
ie! 
und Bei Tiefstand der Trypanosomenzahl Bei Hochstand der Trypanosomenzah! 
nde: —— $$$ ——___—_——_—— —_—|} —____—— a . 
‘hte Nr Dauer Dauer 
; der Trypanosomenzah! Blutzucker der Trypanosomenzabl Blutzucker 
e I Infektion (r. BIk.: Tryp.) Infektion (r. Blk.: Tryp.) 
in Tagen mg-9 |» in Tagen mg- 
7s il 0 114 
vel | 14 25:1 110 
male | 16 +* 136 
Tntey 28 15:1 67 
i 9 | 31 43:1 106 
litte] -, 34 9:1 42 
0 3 | 8 +* 113 
luste “- 11 30:1 89 
, die " 
4 18 37:1 92 
ae! 
Vo! 19 21:1 SS 
nung 5 | 28 0 132 
if 2 
2 31 0 136 
= 38 14:1 92 
‘liche 
Zotta 4 +* 114 
; . 6 |. * 122 
liche ( 1 22 
- ; 40 60:1 105 
Ulos 
' “di 45 7:1 40 
mal! | 4 — * 129 
Blut 7 26 14:1 114 
| 2s 5:1 36 
yvenig 
amie | 18 11:1 82 
nde 8 20 68:1 140 
| von | 22 5:1 14 
rma! 9 24 O:3 18 
Bel 18 19:1 78 
ywchen 10 | 19 6:1 43 
ano 
21 ++ 119 
| 35 0 124 
liun 11 50 0 115 
nzal 77 16:1 94 
1 de So 29 | 
12 41 11:1 35 


* Im ganzen Strichpraparat vereinzelte Trypanosome! 
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SchluB, daB fiir die Hypoglykamie vor allem die Zah| der Trypanosome 
ausschlaggebend ist. 

Von Wichtigkeit scheinen uns noch die Heilungsversuche zu sei: 
Man sieht aus der Tabelle I1, daB Tiere mit sehr niedrigen Blutzucke; 
werten (56, 32 mg-°,,) durch Germanin glatt geheilt werden kénne: 
Ohne mich auf die schwierige Definition des Begriffs ,,Agonie* einzu 
lassen, méchte ich doch, wie ich es bereits in meiner friiheren Arbeit 
getan habe, hervorheben, daB ein Stadium der Erkrankung, in dem da 
Tier noch glatt geheilt werden kann bzw. noch viele Tage vor den 
Tode sich befindet, gewiB nicht als Agonie bezeichnet werden kan: 

Auch die Tatsache, dab der Blutzuckerspiegel nach dem Ve: 
schwinden der Trypanosomen in die Hohe steigt, wobei anfangs hyper 
glykamische Werte auftreten, sei hervorgehoben. Die Steigerungen 
scheinen um so erheblicher zu sein, je tiefer die Hypoglykamie unmitte! 
bar vorher war: am héchsten, wenn Tiere im fortgeschrittenen Stadium 
also bei sehr hoher Trypanosomenzahl plotzlich durch Germanin geheilt 
werden (siehe die Werte der Tabelle II). Auf die Erklarung diese: 
Hyperglykamien wollen wir spater noch zuruckkommen. 


Tabelle 11. 





Vor der Heilung mit Germanin Nach der Heilung mit Germanin 


Nr. . 
des 


~ Dauer ; on 
Tage 
Tieres s 


der Trypanosomenzahl Blutzue Trypanosomen | Blutzucker 
aA : no nach der “. 
Infektion (r. Blk. : Tryp.) Heilene im Blute 
in Tagen mg-' © mg-' 


35 2,2: 3 170 
24 Zl: : : 158 
128 
115 
31 9: 56 2 172 


Aus alledem geht also hervor, daB die Hypoglykamie auch beim 
Meerschweinchen im groBen und ganzen mit der Zah! der Trypanosomen 
parallel geht, also wohl in erster Reihe durch dieselben bedingt ist 

Allerdings habe ich schon in meiner friiheren Arbeit zwischen 
priméren und sekundaren Ursachen der Hypoglykamie unterschieden 
und letztere auf eine funktionelle Schadigung der Leber zuriickgefiihrt. 
Ich habe nun versucht, eine solche Funktionsstérung der Leber auch 
durch Belastungsproben nachzuweisen. 

Als Belastungssubstanzen habe ich Glucose und d-Sorbit (Sionon) 
gewahlt. Die Verwendung der Glucose bedarf in diesem Falle keiner 
besonderen Erklirung. Was aber den Sorbit anbetrifft, schien diese: 
besonders darum geeignet, weil nach neueren Literaturangaben (S. Don- 
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hoffer, S. und M. Donhoffer') der Unterschied zwischen normaler und 
diabetischer Blutzuckerkurve bei Verwendung von Sorbit viel deut- 
licher hervortritt als bei der Glucosebelastung. 

Die mittels Schlundsonde eingefiihrte Menge der beiden Substanzen 
vurde nach dem Kalorienbedarf der Tiere bemessen und durchschnittlich 
mit 128,3 Cal pro Kilogramm und 24 Stunden veranschlagt. 

Die Ergebnisse meiner Versuche sind in den Tabellen II] und IV 
zusammengestellt. Es zeigt sich, dab bei Normaltieren die Belastung 
mit Glucose zu einer typischen Blutzuckerkurve fiihrt, welche ihr 
Maximum ungefihr nach 30 Minuten erreicht. Bei Sorbit hingegen 
blieb der Reduktionswert des Blutes, ahnlich wie beim Menschen, 
unverandert. 

Ganz anders gestaltet sich das Bild bei infizierten Tieren. Bei 
der Glucosebelastung ist das Maximum der Blutzuckerkurve zumeist 
wesentlich héher und wird spater (nach etwa 45 bis 60 Minuten) erreicht. 
Auch der Abfall ist verzégert und der Ausgangswert wird erst nach 
2'/, bis 3 Stunden erreicht. Bei Anwendung von Sorbit kommt die 
soeben geschilderte Funktionsst6érung noch auffallender zum Ausdruck. 
Im Gegensatz zu Normaltieren 1aBt sich bei infizierten eine deutliche 
Erhéhung der Blutzuckerwerte beobachten. Die Kurve verlauft zwar 
niedriger als in den Glucoseversuchen, jedoch ebenfalls dahingezogen. 

Auf theoretische Erérterungen tiber den biochemischen Mechanismus 
der hier mitgeteilten Beobachtungen méchte ich mich nicht weiter 
einlassen, als sie fiir meine Fragestellung von Belang sind. Was die 
Belastungsprobe besagt, folgt zunachst nur, daB die Fahigkeit der 
Leber, Zucker zuriickzuhalten, herabgesetzt ist. Ob auch eine ander- 
weitige Funktionsstérung vorliegt, geht hieraus  einstweilen nicht 
hervor. Zur Erklarung der Hypoglykamie sind sie also nicht geeignet, 
wohl aber fiir die Erklarung der vorhin erwahnten Hyperglykamien. 
Diese sind besonders auffallig bei der in den Spatstadien, also nach 
maximaler Trypanosomenzahl erfolgten Heilung der Tiere. Sie sind 
jedoch auch zur Zeit der friiheren spontanen Senkungen der Trypano- 


somenzahl vorhanden (siehe Tabelle I], Versuch Nr. 2, 5, 8), nur, ent 


sprechend der vorausgehenden geringeren Hypoglykamie, in geringerem 
Grade. Ich glaube diesen Tatsachen mit folgendem Erklarungsversuch 


am besten gerecht zu werden. Um die Senkung des Blutzuckerspiegels 
trotz des starken Verbrauches durch die Trypanosémen zu verhindern 
bzw. zu vermindern, stellt sich die Leber dauernd auf eine Mehrabgabe 
von Zucker ein. Verschwinden plétzlich die Trypanosomen, so labt 
sich diese Einstellung nicht sofort andern, es kommt daher zu einer 
voriibergehenden Hyperglykamie. 


1 Donhoffer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 167, 257 
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Zur Erganzung des Bildes der vorliegenden Stoffwechselstérung 
hért noch das Verhalten des Glykogens, sowie die im folgenden 
Kapitel zu besprechende Leberverfettung. Uber den Glykogengehalt 
der Leber normaler sowie infizierter Meerschweinchen gibt Tabelle V 
\ufschluB. Wie ersichtlich, sind die Glykogenreserven der Leber bei 
rmalen Meerschweinchen wesentlich groBer als bei Ratten, dabei 
auch weniger gleichmaBig. Im Endstadium der Infektion konnte in 
llen Fallen eine starke Verminderung des Glykogengehaltes festgestellt 
werden, die jedoch niemals so hochgradig war wie bei den Ratten. 


Tabelle V. 


Glykogengehalt in der Leber von Meerschweinchen. 





Nummer . Nummer . 

. Glykoge , . ( eer 

Art des Versuehes des ilykogen Art des Versuches des ilykogen 
Tieres g-o, Tieres g-0 


Normale Tiere 4,520 Infizierte Tiere } 0,552 
1,460 (im Endstadium) 0,414 

2,850 0,630 

12,960 0.430 

3,350 0,470 

0.440 





Fettstoffwechsel bei der Trypanosomiase der Meerschweinchen. 

Mit Riicksicht auf die bekannten Beziehungen zwischen Kohlen- 
hydrathaushalt und Fettstoffwechsel war es von Interesse, auch das 
Verhalten des letzteren bei der Trypanosomiase zu untersuchen. Ich 
habe zunachst das Verhalten der Lipoide im Blute, dann in der Leber 
bestimmt. Fir den Lipoidgehalt im Blute normaler Meerschweinchen 
habe ich in der Literatur folgende Angaben gefunden: 





Gesamtfettsdiuren Gesamtcholesterin Lecithin 
Autoren 
g-°y e g-° 
Autenrieth. . ae 0,182—0,245 0,016—0,026 
RRR 0,23 0.04 
PO 6 wt wes 0,3 0,03 
re eee — 0,068—0,071 


Meine eigenen, nach den in der Einleitung erwahnten Methoden ge- 
wonnenen Resultate sind in Tabelle VI enthalten. Wie ersichtlich, 
stimmen sie mit denjenigen der zitierten Autoren ziemlich gut tiberein. 
BloB die Cholesterinwerte sind etwas héher. Auch an infizierten Tieren 
bleiben die Resultate lange Zeit unverandert. Erst im fortgeschrittenen 
Stadium der Erkrankung laBt sich eine deutliche Hyperlipamie nach- 
weisen, welche fortan bis zum Tode bestehen bleibt. Es zeigt sich ferner, 
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Tabelle VI. 


Blutlipoide bei normalen und _ infizierten Meerschweinchen. 





Dauer Fettsdiuren 


Teres des Versuches Infektion ir. BIk. Trv p.) fettes 
in Tagen : g-! g- g- 
1 normal - 0,077 0,076 0,082 
infiziert 51 0,301 0,086 0,088 
2 normal — - 0,064 0,090 0.064 
15 + * 0.057 
infiziert 26 90:1 0,088 0.098 0.070 
| 55 5:1 0421 
3 normal . 0,064 0.061 0.055 
infiziert 36 5:1 0,398 0.066 0,076 
4 normal _ 0.101 0.082 0.057 
alae, 2: 1 * O174 0.07 0,057 
infiziert | 23 ‘i a Ort ~ 
| 23 16:1 0201 0.090 0.069 


* Im ganzen Strichpriiparate vereinzelte Trypanosomen. 


daB die Zunahme fast ausschlieBlich die Neutralfette betrifft und dai 
weder die Cholesterine noch die Phosphatide eine nennenswerte Ve 
ainderung erfahren. Es war naheliegend, anzunehmen, daB es sich hie: 
um die Mobilisierung des peripheren Fettdepots in bestimmte innere 
Organe handelt, und zwar muBte vor allem die Leber ins Auge gefalit 
werden. Ich habe daher in einer Reihe von Fallen den Lipoidgehalt 
der Leber in den Spatstadien der Trypanosomeninfektion bestimmt 
Die Resultate dieser Untersuchungen werden in anderem Zusammenhang 
in einer anderen Arbeit ausfiihrlicher mitgeteilt. Hier méchte ich nur 
soviel hervorheben, da der Lipoidgehalt der Leber in diesem Stadium 
tatsichlich auBerordentlich stark vermehrt ist, weiter, daB ebenso wir 
in dem Blute auch in der Leber bloB die Neutralfette zunehmen, wahrend 
die Phosphatide und Cholesterine unverandert bleiben. 


Vergleicht man das hier Gesagte mit dem tiber das Verhalten des 
Glykogens vorher Mitgeteilten, so sieht man, daB in diesem Stadium 
der Erkrankung eine Verarmung an Glykogen mit einer enormen 
Zunahme des Fettgehaltes der Leber einhergeht. In Ubereinstimmung 
mit der Geelmuydenschen Auffassung scheint hier also das Fett als 
Ersatz fiir den Glykogenmangel einzutreten, und der ganze Vorgang kann 
in bezug auf die Trypanosomiase etwa wie folgt gekennzeichnet werden 
Dem erhéhten Zuckerverbrauch durch die Parasiten kann die Lebe: 
nach einer bestimmten Zeit nicht mehr nachkommen. Ihre Glykogen 
vorrate werden erschépft und durch Fett ersetzt. Anfangs diirfte diese: 
Vorgang geringfiigig und reversibel sein, spater jedoch zu einer irreve! 
siblen Schadigung des Leberparenchyms fihren. 
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\ rinderungen der Eiweibfraktionen im Serum bei der Trypanosomiase der 
Meerschweinchen., 

Quantitative Anderungen des GesamteiweiBgehaltes, sowie der 
relativen Mengenverhaltnisse der einzelnen Eiweifbfraktionen im Blut- 
serum, die meistens mit erhéhter Serumlabilitat einhergehen, werden 
neuerdings immer mehr mit Infektions- bzw. Immunitatsprozessen in 
Zusammenhang gebracht. Auch fiir die Trypanosomeninfektion wurde 
dies durch die Arbeiten von Wiechmann und Horsters'!, sowie von 

Toth® versucht. Sie fanden eine Hyperproteindmie mit Globulin- 
vermehrung. Ich stellte mir die Frage, ob nicht die Verschiebungen 
der EiweiBfraktionen mit dem wellenfOrmigen Verlauf (Exacerbationen 
ind Remissionen) in Zusammenhang gebracht werden kénnen bzw 
ob hieraus Schliisse tiber den Mechanismus derselben gezogen werden 
kéonnen. Einen derartigen Zusammenhang, aus dem gewisse Nchliisse 
iiber den Mechanismus dieses wellenférmigen Verlaufes hatten gezogen 
werden kénnen, konnte ich um es gleich vorwegzunehmen nicht 
finden. Doch scheinen mir die Befunde von anderen Gesichtspunkten 
aus der Mitteilung wert zu sein. 

Die quantitativen Angaben des Gesamteiweibes und seiner ein- 
zelnen Fraktionen sind fiir normale, sowie fiir infizierte Tiere in Ta- 
belle VII enthalten. (Das Serum war stets absolut klar, von Trypano- 
somenleibern durch sofortiges Zentrifugieren befreit.) Die letzteren 
sind einerseits bei méglichst hoher, andererseits bei niedrigster Zah| 
bzw. Fehlen der Parasiten im Blute bestimmt worden. Was zunachst 
die Normalwerte betrifft, so sind sie ziemlich konstant. So haben wir 
an sechs Tieren gefunden: Albumin maximal 3,3°,, minimal 2,9°,, 
Mittel 3.07°,,: Globulin maximal 2,50°,, minimal 2,0°,, Mittel 2.25°,: 
Gesamteiwei maximal 5.50°,. minimal 5,15°,. Mittel 5.32°,.  Be- 
ziiglich der infizierten Tiere liegen die Verhaltnisse wie folgt: Der 
Gesamtproteingehalt des Blutserums, der bei normalen Meersch weinchen 
durchschnittlich 5.3°, betragt, sinkt in der Inkubationszeit auf durch- 
schnittlich 4,.7°,. um dann erheblich anzusteigen. Zur Zeit des ersten 
Hochstandes der Trypanosomenzahl im Blute erreicht der Protein- 
gehalt im Mittel von fiinf Versuchen den Wert von 6.45°,,, der in der 
darauffolgenden Periode des Tiefstandes bzw. des Verscnwindens der 
Trypanosomen noch etwas (im Mittel aut 7°.) ansteigt. Von nun an 
sinkt der Proteingehalt ab und bleibt wahrend der ganzen Zeit bis 
zum Tode auf normaler Héhe (5.3, 4.8, 5.1°,). Was das Verhaltnis 
der Albumin-Globulinfraktionen betrifft, so fanden wir die bisherigen 
Angaben im groben und ganzen bestatigt. Wahrend die Abnahme des 


| Wiechmann-Horsters, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 165. 177. 
2 Toth, M. Orv. Arch. 1930. 
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Tabelle VII. 


Normalwerte 


(von sechs 


+. Schett 


SerumeiweiBkorperbestimmungen bei intiz. 


Tieren): 


Meerschwein 





im ganzen Strichpriiparat 
2 3% Trypanosomen 


in jedem Gesichtsf Id 4 


Trypanosomen ; 


8 Trypanosomen 


Albumin maximal 3,3°,. minimal 2,9° Mittel 3.07 
Globulin pm ye 20° 2.25 
Cesamterwell 5,6 ° 5.15° 5,32 
Stadien — pend _ ™ a MN Albumin Globulin 
Tieres in Tagen (r. Blk. : Tryp.) 
Inkubationszeit 1 3 0) 2,45 2 40 4.8 
4 2 0 2,02 2 61 4 
5 4 4 1.80 3.30 5.1 
5 4 0 1.46 2.84 4. 
Mittel: 1.93 2.79 4.72 
Eirster Hochstand 2 5 2.38 4,35 6.7 
der Trypanosomen- 4 6 - 2.45 4,76 721 
zahl 6 7 + 1.90 3.81 5.75 
8 +] - - 1,67 4.45 615 
10 7 ++ 2.80 3.60 6,40 
Mittel 2,24 4.20 645 
Tietstand der 1 14 0) 2.25 3,64 89 
Trypanosomenzahl 2 12 () 2.69 4.41 7,10 
a) 13 4 210 4,25 HD 
9 8 i 2.87 93 SSI 
10 10 0 3,14 3,46 6.60 
Mittel 2 61 4.34 6.4 
Zweiter Hochstand 1 20 37 : 1,10 4,05 5,15 
der Try panosomen- 4 21 ~~ 1.78 3,82 5.60) 
zahl 5 16 - 2.400 3,35 5.35 
S 19 Se: 1 0.53 4,82 5.35 
9 11 30:1 1.60 3,70 5,30) 
10 23 2Y : | 1.20 3.78 4.98 
Mittel: 1,37 3,92 5A 
Tietstand der + 26 + 1,87 3,21 9,08 
Trypanosomenzahl 5 21 2,12 2.74 Rall 
6 23 , 2.03 3,14 9,17 
Q 28 68:1 0.93 2.57 3,51) 
8 31 “+ 1,40 3,80 5,2 
a) 18 0 1.93 $22 5.15 
Mittel: 1,71 3.11 82 
Dritter Hochstand l ol * 8:1 0.42 4,60 5A 
der Trypanosomen- 2 33 25: 1 1,25 4,20 5,45 
zahl 4 26 * e:3 0 4.89 4,89 
6 26 14:1 1,34 347 4,51 
6 IR * 3 1 0,64 4,76 5A 
q 25 33:1 0.94 4.03 4.97 
“Tiel: 0.77 4,32 5.09 
Vierter Hochstand 2 41 * 9:1 0,12 4.64 4,76 
der Trypanosomen- 5 43% 13:1 1,10 4,20 5A 
zahl Ss 38 * .- 1 0,36 5.04 D4! 
g 33 * : 1 0 4.54 4.54 
* Endperiode ana 0,40 4.60 0) 
vereinzelte in jedem Gesichts! 
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( samtproteins in der Inkubation auf Kosten des Albumins erfolgt 
d die spatere Zunahme durch die Vermehrung des Globulins bedingt 
Verschiebung des Verhaltnisses Albumin: Globulin zugunsten des 
‘tteren halt sodann wahrend der ganzen Dauer der Infektion an. Als 

i mub jedoch hinzugefigt werden. dal die Menge des Albumins mit 
Zahl der Trypanosomen in dem Sinne in Zusammenhang steht, 

3 mit Zunahme der Parasiten das Albumin von Welle zu Welle immer 
ehr abnimmt. zur Zeit des Verschwindens derselben ein wenig wiede 
steigt, ohne jedoch die friihere Hohe zu erreichen. Zuletzt sinkt das 
\Ibumin soweit, dab es in manchen Fallen uberhaupt nicht nach 
weisen ist. Das Globulin verhalt sich gerade umgekehrt. Da jedoch 


e Abnahme des Albumins in der zweiten Halfte der Infektion ube: 


iegt. mub der Gesamtproteingehalt, der vorhin erhoht war. wieder 
r Norm zuruckkehren bzw. sich etwas niedriger einstellen. Jedenfalls 
geht also aus diesen Versuchen hervor, dab bei der Trypanosomen- 
nfektion tiefgreifende Anderungen an den Eiweibbestandteilen des 
Blutserums vor sich gehen. Eine besondere Spezifitat fur die Trypano- 
someninfektion, die zur Charakterisierung derselben im Vergleich mit 
uderen Infektionen geeignet ware, laBt sich jedoch nicht feststellen 


7 usammentassung, 


Uberblicken wir die Resultate der hier mitgeteilten Untersuchungen, 
» konnen wir feststellen, daB die Trypanosomeninfektion bei den 


Meerschweinchen im wesentlichen unter ganz ahnlichen biochemischen 
Vorgangen verlauft wie bei den Ratten, mit dem Unterschied. dal 
entsprechend der langeren Krankheitsdauer und des wellenformigen 
Verlaufes der Infektion, gewisse interessante Einzelheiten beobachtet 
werden kénnen, die bei den Ratten nicht zum Vorschein kommen. Die 
wesentlichen Anderungen, die wir gefunden haben, sind etwa die 
folgenden : 

1. Hvpoglykamie, die die extremsten Werte kurz vor dem Tode 
les Tieres erreicht, jedoch schon in den friheren Stadien, wenn auch 
in geringerem Grade, festzustellen ist. jedesmal zur Zeit eines Hoch 
standes der Trypanosomenzah] 

2. Eine Hyperglykamie, die nach dem Versthwinden der Trypano- 
somen (einige Tage hindurch) zu beobachten ist, besonders ausgepragt 
nach der in fortgeschrittenen Stadien erfolgten Heilung durch Germanin, 
in entsprechend geringerem Mabe aber auch in den friheren Perioden 
nach dem spontanen Verschwinden der Trypanosomen 

3. Eine Hyperlipamie in den fortgeschrittenen Stadien der In 


tektion. 
4. Erhebliche Abnahme des Glykogens und Zunahme des Neutral- 


fettes in der Leber, ebenfalls in dem Spatstadium der Erkrankung 








ISO) G. Scheff: Intermediarer Stoffwechsel bei Trypanosomeninfektior 


Das Gesamtbild des pathologisch-chemischen Geschehens | |» ijt 
sich aus diesen Befunden in Chereinstimmung mit dem auf Grund ce; 
Rattenversuche erhobenen etwa wie folgt  darstellen. Im = Mitte. 
punkt der Ereignisse steht der Verbrauch des Blutzuckers dure} 
die lebenden Trypanosomen: ein Vorgang, den ich in meiner fritheren 


Arbeit als primar bezeichnet habe. Dadurch wird die Hypoglykamiec 


in erster Reihe bedingt. Da die in dem Endstadium beobachtete: 
niedrigsten Werte des Blutzuckers ebenfalls durch denselben Mechanis 
mus bedingt sind und nicht etwa als unspezifische Agonierscheinunge 
aufzufassen sind, glaube ich auch diesmal bewiesen zu haben. Immerhi: 
scheint in der St6rung des Kohlenhydratstoffwechsels die Schadigung 
der Leberfunktion eine Rolle zu spielen. Nach den Zuckerbelastungs 
proben beurteilt, handelt es sich zunachst um _ eine  verminderte 
Speicherungsfahigkeit bzw. um eine gesteigerte Mobilisierung des 
Zuckers. Zur Erklarung der Hypoglykamie ist diese Tatsache an und 
fiir sich natiirlich nicht geeignet. Hingegen wird hierdurch die nach 
dem Trypanosomenschwund beobachtete Hyperglykamie verstandlich 
Es hat den Anschein, daB die Leber, um den Blutzuckerspiegel trotz 
des starken Verbrauches durch die Trypanosomen zu erhalten, sich 
auf eine Mehrabgabe von Zucker einstellt. Verschwinden pl6tzlich die 
Trypanosomen, so laBt sich diese Einstellung nicht sofort andern, 
es kommt daher zu einer voriibergehenden Hyperglykamie. Zur Er- 
klarung der Hypoglykimie besonders in den Endstadien, kommt 
zunachst wieder die kolossale Vermehrung der Trypanosomen und clie 
Abnahme des Leberglykogens als Ursache in Betracht. Dazu_ gesellt 
sich als sekundare Ursache noch eine zunehmende Stérung der Leber- 
funktion (vielleicht infolge funktioneller Uberlastung). Als Ausdruck 
dieser funktionellen Insuffizienz diirfte die Verfettung der Leber an- 


gesehen werden. 
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Das Verhalten der Leberlipoide bei experimentellen Infektionen. 


Von 
Georg Scheff und Emerieh Horner. 


(Aus dem Hygienischen Institut der kénig!. ung. Elisabeth-Universitat, 


Pécs.) 
(Eingegangen am 15. Mdrz 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Nachdem der eine von uns (Scheff!) bei seinen Untersuchungen 
liber den intermedidren Stoffwechsel der mit Trypanosomen infizierten 
Meerschweinchen gefunden hat, daB in einem bestimmten Stadium 
dieser Erkrankung eine weitgehende Leberverfettung zu konstatieren 
ist, war es von Interesse, nachzusehen, ob dies auch bei anderen experi- 
mentellen Infektionen der Fall ist. Mit anderen Worten, ob die Leber- 
verfettung bei allen derartigen Erkrankungen ein konstanter, chemisch 
einheitlicher Vorgang ist, oder nicht, wobei im letzteren Falle ein 
solcher Unterschied fiir die einzelnen Krankheitstypen charakteristisch 
sein kénnte. Dann hofften wir, durch derartige Versuche neue Gesichts- 
punkte zur allgemeinen Frage des Mechanismus der Leberverfettung 
und der Bedeutung der einzelnen Lipoidarten zu gewinnen. 

Die pathologischen Vorgainge, mit denen wir uns befaBt haben, sind: 

1. Die Trypanosomeninfektion, deren EinfluB auf den Fettstoff- 
wechsel in der soeben zitierten Arbeit von Scheff, jedoch von einem 
anderen Gesichtspunkte aus und ohne ausfiihrliche Mitteilung der Ver- 
suchsergebnisse, bereits besprochen wurde. 

2. Als Beispie} der bakteriellen Toxinwirkung: die Vergiftung mit 
Diphtherietoxin. . 

3. Als Beispiel einer septischen Erkrankung: die Infektion mit 


einem Paratyphus B-Stamm, Typ Breslau. Endlich wurden zum 
Vergleich 

4. Versuche mit Phosphorvergiftung herangezogen 

Samtliche Versuche wurden an Meerschweinchen ausgefiihrt 


1 Scheff, diese Zeitschr. 248, 168, 1932. 
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Methodisches. 


Die Leber der durch Ausbluten getéteten Tiere wurde sofort nach «i: 
Tode herausgenommen, von anhaftendem fremden Gewebe_ befreit 
mittels einer feinen Fleischmiihle zu einem homogenen Brei zermah|! 
Von einer abgewogenen Menge dieses Breies wurde zwecks Lipoidbesti 
mungen ein alkoholischer Extrakt verfertigt, in einem anderen Teile si 
Glykogenbestimmungen ausgefiihrt worden. 

Die Bereitung des alkoholischen Extrakts, in dessen aliquoten Teil: 
wir die einzelnen Lipoidfraktionen bestimmt haben, erfolgte nach Bloo) 
Bestimmt wurden die Gesamtfettsauren (++ Sterine), ferner die Phosphati 
und die Sterine. Aus diesen konnte auch das Neutralfett berechnet werde: 
Wahrend wir hierzu bei den zwei ersteren Fraktionen die Bloorsche Methox 
angewendet haben. wurden die Sterine nicht kolorimetrisch, sondern 
unverseifbares Material oxydimetrisch bestimmt (Reduktionsquotient : 3. 
Die so erhaltenen Ergebnisse stellen keine absoluten Cholesterinwerte da: 
sondern eine Summe von Cholesterin und anderen in kleinen Mengen vo 
handenen, aber gleichfalls unverseifbaren, weniger bekannten Stoffe: 
(Gardener und Williams?, Anderson*). Das Glykogen wurde nach Disc/ 
und Popper* bestimmt. Aus den verarbeiteten Lebern sind auch histol 
gische Praparate verfertigt worden®, wobei zum Fettnachweis die Sudan II! 
zum Glykogennachweis die Bestsche Carminfarbung benutzt wurde. 


Normaltiere. 


Wir haben die Leber von fiinf Normaltieren untersucht, die nac! 
einer Karenzzeit von 9 Stunden getotet wurden. Die Ergebnisse sind 
aus der Tabelle I ersichtlich: hier méchten wir nur auf folgende 
Tatsachen aufmerksam machen: 

Die Menge des Neutralfettes zeigt erhebliche Schwankunge: 
betragt jedoch nur einen verhaltnismaBbig kleinen Teil der vorhandene: 
Gesamtlipoide. Im Gegensatz hierzu sind die Phosphatidwerte ziemlic) 
konstant. Die Sterine zeigen etwas gréBere Schwankungen, welch: 
_mit denjenigen der Phosphatidwerte annahernd parallel gehen. Neben 
héheren Phosphatidwerten fanden wir héhere Sterinwerte und um 


gekehrt. 
Auffallend groBe Unterschiede haben wir im Glykogengehalt 
feststellen kénnen. Dabei war das Glykogen dem vielfach an 


genommenen quantitativen Antagonismus zwischen Glykogen und 
Neutralfett entsprechend in der Leber von N 3, deren Neutra! 
fettgehalt tief unter dem durchschnittlichen Normalwert liegt, i: 
iberaus groBer, in der ziemlich fettreichen Leber von N 2 in geringe! 
Menge nachzuweisen. 

' Bloor, J. of biol. Chem. 77, 63, 1928; 82, 273, 1929. 

2 Gardener u. Williams, Biochem. J. 15, 363, 1921. 

3 Anderson, J. of biol. Chem. 71, 407, 1926/27. 

4 Dische u. Popper, diese Zeitschr. 175. 397, 1926. 

5 Die histologischen Praparate verdanken wir unserem Kollegen Her 
Assistenten Dr. Georg Andaz. 
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Im histologischen Praparat verhielten sich Glykogen und Fett ds 
chemischen Befunde entsprechend. (Die Phosphatide lassen sich 
Sudan III nicht sichtbar machen. ) 











Tr ypanosomeninfektion. 


Bei dieser Krankheit ist der Kohlenhydratstoffwechsel gestér 
Wie der eine von uns (Scheff) bereits beschrieben hat, verzehren die 
Trypanosomen Zucker im Blute des Wirtstieres. Die Leber mu 
um dem gesteigerten Bedarf nachzukommen — in gesteigertem Male 
Kohlenhydrate in die Blutbahn abgeben. Sind die Glykogenvorrate 
der Leber ersch6pft, so wird das Depotfett mobilisiert, und es kommt 
eine Fettanhiufung zustande, durch welche die Leberzellen an der Aus. 
ibung ihrer physiologischen Funktion schlieBlich gehindert werden 
Es tritt Hypoglykamie auf, und das Tier geht kurze Zeit darauf 
zugrunde. Der ProzeB verlauft beim Meerschweinchen gewoéhnlich in 
5 bis 6 Wochen. 

[ie Tiere wurden in ultimis entblutet und ihre Leber nach de: 
bereits beschriebenen Art verarbeitet. Die Gesamtfettsaure (+ Sterin)- 
fraktion fanden wir gewaltig vermehrt. Bei der Bestimmung der 
Phosphatide und der Sterine hatte sich aber herausgestellt, daB diese 
beiden den Normalwerten gegeniiber keine Zunahme erfuhren, sondern 
mit diesen tibereinstimmen. Die Zunahme betrifft also nur die Neutral- 
fette, welche auf diese Weise das 10- bis 20fache des Normalbestandes 
erreichen. Die geringen Schwankungen der Phosphatide und Sterine 
erfolgen auch hier stets gleichgerichtet. 

Glykogen war nur in ganz geringer Menge vorhanden. 

Im histologischen Praparat laBt sich nur sparlich Glykogen nachweisen. 
und zwar an atyptischen Stellen. Mit Sudan III erhielten wir durchwegs 
das Bild einer machtigen Fettiiberladung der Leberzellen, welche teilweise 


* degeneriert und vakuolisiert sind. 


Toxinwirkung. Diphtherie. 


Die bakteriellen Toxine werden stets unter jenen Faktoren er- 
wahnt, welche eine Leberverfettung hervorrufen. Doch waren hieriiber 
in der uns zugianglichen Literatur keine positiven Angaben zu finden 
Nur Fahr! hatte, und auch er nur in 9°% der sezierten Diphtheriefalle 
einen iibernormalen Fettgehalt der Leber festgestellt. 

In unseren Versuchen wurde den Tieren Diphtherietoxin subcutan 
injiziert. Die angewendeten Toxinmengen waren verschieden. Auf 
diese Weise ist es uns gelungen, die Dauer des Prozesses so zu regeln 
daB sie zwischen 3 und 10 Tagen wechselte. Die quantitative Analyse 
der Lipoide ergab folgendes: 


1 Fahr, Virchows Arch. 221, 1916. 
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Verhalten der Leberlipoide bei experimentellen Infektionen. L85 
In der Leber jener drei Tiere, bei denen der Proze{ in 3 bis 5 Tagen 
blief (D 1, 4 und 5), haben wir durchwegs normale Mengen des Neutral- 
fettes gefunden. Bei einem vierten (D 2), das am sechsten Tage zugrunde 
ging, war der Neutralfettgehalt — neben normalem Phosphatid- und 
Sterinbestand — stark vermindert. In einem fiinften Falle mit einer 
Krankheitsdauer von 10 Tagen (D3) war das Neutralfett so gut wie 
vollig verschwunden. Das auffallende dabei war, daB die Phosphor- 
lipoide und Sterine auch hier in normaler Menge vorhanden waren. 
Die Parallelitat der beiden letzteren Werte ist in diesen Versuchen, 
wie aus der graphischen Darstellung ersichtlich, besonders pragnant 
zum Ausdruck gekommen. 
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Das Verhalten der einzelnen Fraktionen der Leberlipoide. 


Die Glykogenwerte waren ganz niedrig, und zwar in allen Fallen 
gleichmaBig, unabhangig von der Menge des Neutralfettes. 

Histologisch konnten Glykogen und Fett sparlich bzw. gar nicht nach- 
gewiesen werden. Das Protoplasma der Zellen war etwas gequollen, die 
Zellkerne farbten sich aber gut. 

Vergleichen wir diese Daten mit den bei der Trypanosomiase ge- 
fundenen, so ergibt sich zuniachst eine Ubereinstimmung darin, daB 
der Glykogengehalt der Leber (nach Rosenthal’ auch der Blutzucker) 
auch bei der Diphtherievergiftung erheblich vermindert ist. Hingegen 
unterscheiden sich diese beiden Krankheitstypen darin voneinander, 
daB bei der Diphtherievergiftung der Fettgehalt der Leber nicht nur 
nicht erhéht, sondern erheblich vermindert, in einem Falle sogar 
praktisch verschwunden war. Es fehlt hier also die bei der Trypano- 


1 Rosenthal, Arch. f. d. ges. exper. Pathol. u. Pharm. 75, 99, 1914. 
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somiase und im allgemeinen in allen Fallen von Glykogenschwun! 
festgestellte kompensatorische Fetteinwanderung in die Leber. Dai 
dies nicht etwa durch einen allgemeinen Fettmangel (Inanition) de: 
Tierkoérpers bedingt war, beweist die Tatsache, daB bei der Sektic. 
der Diphtherietiere stets erhebliche Fettmengen im subcutanen Gewebe 
gefunden werden konnten. 

Auf die interessante Tatsache, da®B hierbei die Menge de: ( 
Phosphatide und Sterine unverindert bleibt, wollen wir in der zu- I 
sammenfassenden Diskussion unserer Ergebnisse zuriickkommen. e 


Akute Septicdmie. 


Mit dem eingangs erwahnten Paratyphusstamm wurden zwei 


Tiere infiziert. Es entwickelte sich in beiden Fallen ein schweres Krank- 7 

heitsbild mit rapidem Verlauf, an welchem die Tiere in 2 Tagen zu y 

grunde gingen. Die Krankheitserreger konnten sowohl aus den Organen 

wie aus dem Blute in Reinkultur geziichtet werden. y 
Die chemische Analyse der Leber ergab kein einheitliches Bild v 

Bei B1 haben die Bestimmungen eine Zunahme des Neutralfettes [ 

ergeben. Bei B2 blieben samtliche Werte normal. Der Unterschied k 


im Neutralfettgehalt mag vielleicht darauf zuriickgefiihrt werden, dab 
das Tier B1 nach der Infektion keine Nahrung mehr zu sich nahm 
wahrend bei B 2 dies nicht der Fall war. 


1 

Die Phosphatide und Sterine verhielten sich bei beiden Tieren I 
aihnlich wie bei den Normaltieren. 

Das Glykogen, das diesmal nur histologisch bestimmt wurde, a 
war in der Leber von B1 nur in geringer, bei B 2 in groBer Menge zu 8 
sehen. g 

Von einer schweren Stérung des Fett-Kohlenhydratstoffwechsels 
kann also bei dieser Infektion, soweit die geringe Zahl der Versuche a 
einen SchluB gestattet, kaum die Rede sein. d 


Phosphorvergijtung. 

Die Tiere, denen wir 3 bzw. 5 Tage hindurch taglich 0,15 ccm li 

1°,iges Phosphor6l injiziert haben, wurden, wie gewOhnlich, in ultimis a 
entblutet. Die Lebern zeigten makroskopisch das typische Bild de: 
Verfettung. Bei der chemischen Analyse ergab sich, daB das iiber de: 


Normalmenge vorhandene Fett, wie bei der Trypanosomiase, auch in ) 
diesem Falle Neutralfett ist. Was die Phosphatide anbelangt, war ihre n 


Menge der normalen gegeniiber ebensowenig verandert, wie bei alle: 
bisher untersuchten Krankheitsbiléern. Ahnlich verhielten sich auc! 
die Sterine. Die wiederholt betonte Bestandigkeit des Verhaltnisse- 
Phosphatide : Sterine war auch hier festzustellen. 1 
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Verhalten der Leberlipoide bei experimentellen Infektionen. 187 


Die Menge des vorhandenen Glykogens war ebenso gering wie bei der 
ry panosomiase. 

Histologisch zeigte sich typische periphere Verfettung der Leber- 
ippehen. Glykogen konnte nur spurenweise nachgewiesen werden. 


Unsere Resultate kénnen wie felgt zusammengefaBt werden. 

1. Unter den von uns untersuchten pathologischen Fallen nimmt 
die Diphtherievergiftung eine besondere Stellung ein, indem hier keine 
Leberverfettung eintritt, im Gegenteil eine erhebliche Abnahme, 
eventuell vollstandiger Schwund des Leberfettes zu konstatieren ist, 
auch dann, wenn das Tier in seinen tbrigen Fettdepots noch iiber 
reichliche Reserven verfiigt. 

2. Die Paratyphusinfektion scheint, soweit wir es aus der geringen 
Zahl der Versuche beurteilen kénnen, auf den Fett-Kohlenhydratstoff- 
wechsel keinen spezifischen EinfluB zu haben. 

3. Bei den zwei iibrigen von uns untersuchten pathologischen 
Zustanden (Trypanosomiase, Phosphorvergiftung) liegt eine Leber- 
verfettung von einem einheitlichen biochemischen Mechanismus vor. 
Uberall sind ausschlieBlich nur die Neutralfette vermehrt. Sie scheinen 
kompensatorisch fiir den Glykogenschwund einzutreten. 

4. Die Phosphatide und Sterine der Leber, also auch ihr gegen- 
seitiges Mengenverhaltnis fanden wir abgesehen von geringen 
individuellen Schwankungen bei allen untersuchten pathologischen 
Fallen unverandert. 


> . . . . . , 
Uberblicken wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen von 


allgemeineren Gesichtspunkten, so sehen wir, dab sie mit den herr- 
schenden Ansichten iiber den Mechanismus des Fettstoffwechsels nicht 
gut in Einklang gebracht werden kénnen. 


Leathes' einer der besten Kenner dieses Gebietes und seine Mit- 
arbeiter (Meyer-Weddel, Kennaway, Hartley), die die Rolle der Leber in 
dem Fettstoffwechsel klarzulegen versuchten,. kamen zu der Auffassung, 
daB die Leber die zugefiihrten Fettséiuren desaturiert, um diese somit der 
weiteren Abbau zugiéanglich zu machen. Dieser Vorgang sollte sich nicht 
unmittelbar an den Neutralfetten vollziehen, sondern an den Phosphor- 
lipoiden. Letztere waren also als Zwischenstufen des Fettstoffwechsels 
anzusehen. Dieser Auffassung haben sich zahlreiche Autoren angeschlossen 
Bloor, Hueck und Wacker?, Leites*® usw.). 


Wir haben festgestellt, daB die Verdnderungen, die sich in der 
Menge der Leberlipoide vollziehen, in allen von uns untersuchten 
normalen und pathologischen Fallen bloB auf die Neutralfette beschrankt 


| Leathes, The fats. London 1908. 

2 Hueck und Wacker, diese Zeitschr. 100, 84, 1919. 

3 Leites, ebendaselbst 184, 1927; IS6, 1927; 190, 1927; 197, 1928; 
19S, 1928. 
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sind. Dagegen ist der Phosphatidgehalt der Leber praktisch konstan! 
und zeigt sowohl bei exzessiver Verfettung, wie auch bei Schwund 
des Neutralfettes Normalwerte. Ahnlich ist das Verhalten der Sterin: 
sie schwanken zwar in etwas breiteren Grenzen, jedoch parallel mit 
den geringen Schwankungen der Phosphatidwerte. (Siehe graphisch, 
Darstellung.) Das Verhaltnis der Sterine zu den Phosphatiden blie} 
ebenfalls ziemlich konstant. Wir méchten auBer der wiederholt be 
tonten Unabhangigkeit der Phosphatidmengen von den Veranderungen 
des Neutralfettgehaltes auch auf jene Erscheinung aufmerksam machen 
daB der bekannte Zusammenhang zwischen Glykogen und Fett sic 
bloB auf die Neutralfette bezieht, nicht aber auf die Phosphatide 
Im AbbauprozeB der Fette stiinden letztere nach der Leathesschen 
Theorie dem Glykogen naher als die Neutralfette, doch reagieren sie 
auf die Veranderungen der Glykogenmenge tberhaupt nicht. Wir 
haben sogar gesehen (Toxinwirkung), daB das Neutralfett und das 
Glykogen gleichzeitig aus der Leber verschwinden kénnen und die 
Leber selbst bei diesem doppelten Verlust ihren normalen Phosphatid- 
gehalt beibehalt. Aus diesen Tatsachen miissen wir schlieBen, daB die 
Phosphatide die ihnen in dem Fettstoffwechsel zugeschriebene Rolle 
nicht spielen kénnen. 

Dagegen scheint die Konstanz des Verhaltnisses Phosphatide : Ste- 
rine von Bedeutung zu sein, in dem Sinne, daB der normale Verlauf 
jener physiologischen Vorginge, bei denen sie beteiligt sind, ein be- 
stimmtes Gleichgewicht dieser Stoffe voraussetzt. 
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Uber den Chemismus 
der Ammoniakkontraktur des Froschmuskels. 


Von 
Riiehi Miura (Osaka). 


(Aus dem Institut fiir Pharmakologie und experimentelle Therapie det 


Universitat Breslau.) 
(Eingeqangen am 16. Marz 1932.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Vor einer Reihe von Jahren haben Riesser und Haiakzan! versucht, 
den Chemismus der durch Ammoniak am _ Froschmuskel erzeugten 
Kontraktur naher zu erforschen. Diese Untersuchungen miissen heute 
im wesentlichen schon als veraltet gelten, weil sie sich auf die Be- 
stimmung des Lactacidogens nach Embden griindeten, unter der damals 
giiltigen Annahme, daBb die beim Erwarmen des Muskels in schwach 
alkalischer Lésung neu auftretende Phosphorsaure ein Ma fiir den 
Gehalt an Hexosediphosphorsaure sei, und dab zugleich mit der Bildung 
von Phosphorsaure eine Aquimolekulare Milchsauremenge gebildet werde. 
Heute wissen wir, dank den Untersuchungen von Eggleton und be- 
sonders von Lohmann%, dab jenes alte Embdensche Verfahren iiber den 
Gehalt an Hexosephosphorsiure oder auch nur einer anderen genau 
definierten Phosphorsaiurefraktion nichts auszusagen vermag. Dal 
die Bestimmung der Lactacidogenphosphorsaure kein Mab fiir die 
Grobe der Milchsaurebildung sein kénne, hatten Riesser und Heianzan 
schon hervorgehoben. 

Seither hat die Ammoniakkontraktur neues Interesse gewonnen 
durch die Befunde von Embden® sowie von Parnas*, welche die Bildung 
von Ammoniak bei der Muskelarbeit und bei verschiedenen sonstigen 
Veranderungen des Muskelzustandes aufwiesen. Auf Grund dieser 
Beobachtungen und insbesondere des Befundes einer Ammoniak- 


hildung am arbeitenden, mit Bromessigsiure vergifteten Muskel hat 


! Riesser u. Heianzan, Ptliigers Arch. 207, 302, 1925 

* Literatur bei O. Meyerhof, Die chemischen Vorginge im Muskel. 
Berlin, Jul. Springer, 1930. 

3 Embden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 196, 23, 1931. 

4 Parnas u. Mozolowski, Klin. Wochenschr. 1927, 8S. 998. 
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Embden' vor kurzem seine Anschauungen tuber die Bedeutung ce 
Ammoniaks fiir die Muskelkontraktion dargelegt Embden?® sow 
Parnas® verdanken wir tberdies die Aufklarung der Herkunft di 
Muskelammoniaks, das durch fermentative Desaminierung der Adenosi: 
phosphorsaure gebildet wird 

Gerade im Hinblick auf jene Annahine einer mabgebenden Roll 
der Ammoniakbildung bei der Kontraktion des Muskels erhob sich di 
Frage. inwieweit die bei der normalen Tatigkeit des Muskels beteiligte: 
sonstigen chemischen Vorgange auch unter der Wirkung Kontraktu 
erzeugender Ammoniakkonzentrationen ausgelést werden? 

Diese Wirkung des Ammoniaks scheint keineswegs fur alle Muske 
arten gleich zu sein. Schon friher hat Riesser? darauf hingewiese1 
daly weibe Muskeln des Kaninchens mit Ammoniak eine starke Kon 
traktur geben, wahrend rote Muskeln nur sehr wenig reagieren. Lalit 
man auf Froschmuskeln Ammoniakdampf bei gewohnlicher Temperattn 
einwirken, so kann man ebenfalls beobachten, dab etwa der M. rectus 
abdominis nur mit einer schnell voriibergehenden Kontraktur, der 
M. sartorius dagegen mit einer Dauerverkiirzung antwortet (Abb. 1 
Bei beiden Muskeln tritt in kurzer Zeit vollkommene Unerreghbar 
keit ein. 





\bb.o 1.) Bild der Wirkung von Ammoniakdampf (4). 
istrocnemius, IT auf den M. rectus des Frosches \Esculenta) innerhalb von 1 Mir 
Zeitschreibung: Sekunden 


laufden Mig 


In der erwahnten Arbeit von Riesser und Heianzan wird daraut 
aufmerksam geniacht, daB tan physiologisch und vor allem auch 


hinsichtlich des Chemismus die schnelle Anfangsverkurzung von der nach 


1 KEmbden, Wlin. Wochenschr. 1930. S. 1337: Embden ou. Norpot! 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 105, 1931. 
2 Kmbden u. Schmidt, ebendaselbst 186, 205, 1930. 
Parnas, diese Zeitschr. 206, 16, 1929. 
* Uber Ammoniakkontraktur vgl. Riesser, Handb. d. norm. u. pathol 
Physiol. 8, I, 225, 1925. 
Riesser, Ptligers Arch. 190. 137. 1921. 
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Chermismus der Ammoniakkontraktur des Froschmuskels 1a] 
igenden langsamen Weiterverkiirzung unterscheiden musse, und diesen 
iesichtspunkt hat Riesser' auch im Handb. d. norm. u. pathol. Physiol 
esonders hervorgehoben. AnlaB zu dieser Vorstellung war die Beob 
ichtung. daB das sogenannte Lactacidogen sich wahrend der schnellen 
\nfangsverkiirzung gerade umgekehrt verhalt als in dem nachfolgenden 
Stadium langsam anwachsender Kontraktur und Starre. Daraus wurde 
lamals der SchluB gezogen, dab die schnelle Anfangsverkiirzung unte: 
\mmoniak auf einer direkten Beeinflussung der kontraktilen Fasern 
beruhe, wahrend die sekundare Starre einer StrukturzerstOrung des 
Muskels entspreche. Zondek und Matakas* haben kiirzlich diese Vor- 
stellung auch auf die Betrachtung anderer Kontraktursubstanzen 


ausgedehnt, indem sie nachwiesen, daB wahrend des Anfangsteiles der 


Verkiirzung keine Milchsaure gebildet werde, wohl aber im Verlauf 
der spateren Wirkungsstadien. Fur die durch Acetylcholin am Frosch- 
muskel hervorgerufene Kontraktur haben wir? soeben erst, entgegen 
Hegnauer*, erneut nachweisen kénnen, daB sie ohne jede Milchsaure- 
vermehrung und auch ohne Phosphagenzerfall verlauft unter der 
Voraussetzung, das die Konzentration des Giftes nicht zu hoch ist 
Erst wenn bei Anwendung zu groBer Acetylcholinthengen eine 
Schadigung auch der Erregbarkeit zutage tritt, wird Milchsaure 
bildet und Phosphagen zerlegt. Vorgange, die offensichtlich mit der 
Kontraktion als solcher nichts zu tun haben. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir in ahnlicher Weise die ent 


ge 


sprechenden chemischen Daten bestimmt fiir Froschmuskeln, die, am 
leicht belasteten isotonischen Hebel befestigt, bei Zimmertemperatur 
kiirzere oder langere Zeit den Dampfen von Ammoniak ausgesetzt 
wurden. Die Muskeln wurden nach AbschluB des Versuchs in fliissiger 
Luft abgetétet, zu Pulver verrieben und sodann nach Mendel-Gold- 
scheider auf Milchsadure®, nach Lohmann® auf Phosphagen und Pyro- 
phosphorsaure analysiert. Als Kontrolle diente der Parallelmuskel der 
anderen Seite, der genau gleich lange tiber Ringerlésung aufgehangt 
blieb 

In den Tabellen | bis IV sind unsere Ergebnisse aufgefiihrt. ‘Ta 
belle I laBt erkennen, dab nach | bis 1! , Minuten langer Einwirkung 
von Ammoniakdampf eine geringe Mehrbildung von Milchsaure eben 
begonnen hat zu einem Zeitpunkt, wo die maximale Verkiirzung langst 


! Riesser, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 8, I, 229, 1925 
2 Zondek u. Matakas, diese Zeitschr. 214, 320, 1929. 
Miura, Schmiedebergs Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 168, 553, 

1931. 

' Heqnauer, J. of Pharm. and exper. Therap. 42, 99, 1931. 

5 Hansen, Nagaya u. Riesser, diese Zeitschr. 196, 301, 1928: Hansen 
u. Riesser, ebendaselbst 246. 471. 1932. 

® Lohmann, ebendaselbst 194, 308, 1928. 
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vollkommen ausgebildet ist. Man darf mit Sicherheit annehmen, da‘ 
innerhalb der eigentlichen Anstiegszeit der Kontraktur, die '), | 

'/, Minute dauert, die Milchsaurebildung gleich Null ist, und daB di 
nach | bis 1! ', Minuten auftretende, sehr geringfiigige Vermehruiy 
schon in das zweite Stadium, das der Muskelschadigung, gehért. |) 
der Tat zeigt uns Tabelle Il, daB nach Ablauf von 3 Minuten die Zu 
nahme schon beinahe 50°, des Anfangswertes betragt. In dieser Zeit 

Tabelle J. 


Milehsaurebestimmung bei der Kontraktion durch Ammoniakdampt. 
Versuche mit kurzer Dauer. 








1 2 5 4 ’ 6 7 5 
Milch- Troek 
Ver- Froschart Dampf Dauner saure gate say 
Datum in sub 
such und dei Muskelart in . stone 
Geschlecht Losung Minuten Muskel 
Nr. 1931 ( 
| 7.x { Eseulenta) Ammoniak M. gastroene- | { { 0.0880 21,20) 
a a 2 Ringerlosung mius | | 0.0755 22 (2 
) 8 XxX | Ksculenta = Ammoniak M. gastroene- | { { 0,0940 20.30 
oat ites 2 Ringerlosunyg mius | 1 0.0750 20.60 
3 9. x! Kseulenta = Ammoniak M. gastrocne- | Lo! 0,1030 20,80 
7 Pe 2 Ringerlosung mius , ~~ | 0.0870 21,20 
4 9. x! Ksculenta Ammoniak | ee 1! 0.1260 17.65 
ne oe 2 Ringerlosung | — | 0.1150 17,59 
n ae x | Ksculenta) Ammoniak | | { 0,0860 17.30 
2 or fo) Ringerlosung | ” | 0.0780 16.90 
( 14. X {| Esculenta) Ammoniak | 1! 0.0710 = 17,50 
: tetas vou Ringerlosung | | 0.0680 17,20 
7 15. x.! Kseulenta) Ammoniak — | 15! 0,0870 17,60 
, sai ast y Ringerlésung | ” “| 0,0740 17,15 
Tabelle 11. 
Versuche mit langer Dauer. 
1 2 , 4 t q s 
Milch- ve 
Ver- | Frosechart Dampf Dauer saure —— 
; i i ‘ sub 
such ~— und det Muskelart in . im oleae 
Geschlecht Lisung Minuten luskel 
Nr. 1931 ‘ 
8 WX | Esculenta) = Ammoniak M. gastrocne- | 3 01160 1840 
sik: g Ringerlosung mius i 0.0830 = 18,20 
9 2% X {| Eseunlenta Ammoniak M. gastrocne- | «o 0.1180 19,10) 
. ve 4 . o> — 
~ y Ringerlosung mius | 0.0710 = 19,0 
, » « | Eseulenta) Ammoniak  } » | 0,1090 17,5 
0 \ ‘ectus < Re » 
| 16. x. 2 Ringerlosung | I. recta * 1) 0.0760 18,5! 
11 2. X { Esculenta Ammoniak | » {| 0.10380 16.61 
= d ” ” 1 0.0740 17.00 


"a Ringerlosung 
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befindet sich der M. gastrocnemius noch im Zustande langsam steigende 
Kontraktur und im Ubergang zur Starre, also in der typischen zweit« 
Phase der Ammoniakwirkung. Dagegen ist der M. rectus inzwischey 
schon laingst wieder v6llig erschlatft. |Beide Muskeln haben ihr , 
elektrische Erregbarkeit vollkommen verloren. Besonders die Versuc! 
am M.rectus beweisen, daB zwischen Verkiirzung und Milchsaiur 
bildung hier keinerlei Beziehungen bestehen, sondern da®B das Au! 
treten der vermehrten Milchsiuremengen lediglich als Folge der schwer § 


Schadigung des Muskels zu betrachten ist. 
Gerade in neuerer Zeit sind mehrfach Beweise dafiir erbraclit 
worden, das chemische Kontraktur und Milchséurebildung nicht e 
notwendig miteinander verknipft sind. \ 
Fir Narkotika, Ammoniak und Acetylcholin hatte Riesser (a.a.O i: \ 
Handb. d. norm. u. pathol. Physiol.) das schon friiher angenommen, wahrend u 


er bei Coffein und Chinin an einen ursaéchlichen Zusammenhang mit der 
Saurebildung im Muskel dachte und in diesen Fallen von ,,physiologische: 


Saurekontraktur’’ sprach. Zuerst von Hegnauer' bei Fenn und wenig b 
spater von Lippay? sowie von Martini? und von Bethe und Mitarbeitern ! ll 
ist indessen gezeigt worden, da® die Coffeinkontraktur auch dann eintritt, iT 
wenn durch Vorbehandlung des Muskels mit Jod- oder Bromessigséur p 
jede Milchséurebildung v6éllig unterdriickt war. \ 
Tabelle II] und IV geben Auskunft iiber das Verhalten von ° 
Phosphagen- und Pyrophosphorséure. Tabelle II] zeigt, daB in de: R 
ersten Periode der Ammoniakeinwirkung, also innerhalb 1 Minute - 
wahrend derer wir eine geringfiigige Vermehrung der Milchsaure ge 
funden haben, die Menge der Phosphagenphosphorsaure sich tiberhaupt 
nicht verandert. Das gleiche gilt, mit Ausnahme des Versuchs 15, fi 
die Fraktion der Pyrophosphorsaure. F 
Dagegen finden wir auch hier wiederum eine erhebliche Veranderung ni 
in den spateren Stadien der Ammoniakeinwirkung. Tabelle IV lehrt F 
* daB innerhalb von 3 Minuten ein starker Sturz an Phosphagen- sowie b 
an Pyro-Phosphorsaure eingesetzt hat, waihrend die direkt bestimmbare 
Phosphorsaure unverandert blieb. Man muB annehmen, da die aus den K 
Pyrophosphat abgespaltene Phosphorséiure in anderer Form, walir- be 
scheinlich als Hexosephosphorsdure, gebunden wurde. ve 
Angesichts der Unklarheit, die heute noch auf dem Gebiet des ur 
Muskelstoffwechsels herrscht trotz der bewundernswerten Arbeiten ve 
vor allem der Embden- und der Meyerhofschen Schule, und bei de: 
Ungewibheit, die iiber die Stellung der verschiedenen Arten chemischet ve 
Kontrakturen zu den Vorgangen der natiirlichen Muskeltatigkeit he 
ant vi 
1 Hegnauer, J. of Pharm. a. exp. Therap. 42, 99, 1931. pe 


2 Lippay, Klin. Wochenschr. 1931, S. 889. 
3 Martini, ebendaselbst. S. 1031. 
4 Bethe, Norpoth u. Huf, ebendaselbst, S. 1174. 
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hesteht, sind die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung theoretisch 

rlaufig nur in beschranktem Mabe auswertbar. Sie scheinen indessen 
lie schon von Bethe und spater von Riesser betonte Annahme zu be- 
stiirken, das das Ammoniak direkt an der kontraktilen Substanz ver- 
kirzend wirkt ohne Zwischenschaltung eines Stoffwechselvorganges, 
ind daB die weiterhin auftretenden Veranderungen des Chemismus 
lediglich die Folge der Muskelschaidigung darstellen. Insbesondere 
sind diese Vorginge unabhangig von der Grébe und dem Verlauf der 
\nfangsverkirzung. 

Bemerkenswert ist, daB auch in diesen Versuchen ebenso wie bei 
ermiidender fortgesetzter Arbeit die Anhaufung von Milchsiure im 
Muskel parallel geht mit der Aufspaltung der Kreatinphosphorsaure. 
Wenn auch zuzugeben ist, daB es sich im Falle der Ammoniakkontraktur 
um einen Zustand der Muskelschadigung handelt, und dali man das 
gleiche vielleicht auch von dem durch ermiidende anaerobe Arbeit 
betroffenen Muskel sagen kann, so steht das erwahnte Verhalten doch 
in einem gewissen Widerspruch zu den Anschauungen von Lunds- 
gaard', nach denen die Milchséurebildung dem Wiederaufbau des 
Phosphagens dient, so daB man bei einer Zunahme der Milchsaéure im 
Muskel eigentlich auch eine Zunahme der Phosphagenfraktion erwarten 
miiBte. Vorderhand kann nur festgestellt werden, daB dies unter den 
Bedingungen der Ammoniakkontraktur und denen fortgesetzter er- 
miidender Arbeit nicht der Fall ist. 


Zusammenfassung. 


1. Wahrend des Anfangsstadiums der Ammoniakwirkung auf den 
Froschmuskel, das durch eine schnelle Verkiirzung gekennzeichnet ist, 
nimmt die Menge der Milchséure nur unbedeutend zu, wahrend die 
Fraktionen der Phosphagen- und Pyrophosphorsaure unverandert 
bleiben. 

2. In dem anschlieBenden Stadium langsam fortschreitender 
Kontraktur und Starre beim Gastrocnemius und voller Erschlaffung 
beim M.rectus, das mit dem Verlust der elektrischen Erregbarkeit 
verbunden ist, beobachten wir eine starke Neubildung von Milchsaure 
und einen erheblichen Zerfall sowohl von Kreatinphosphorsiéure als 
von Pyrophosphat. 

3. Daraus geht hervor, daB die eigentliche Anmoniakverkirzung 
von keinem der untersuchten chemischen Vorgénge begleitet oder gar 
bedingt ist, und da®B erst unter dem EinfluB der fortschreitenden Muskel- 


schidigung, unabhangig von Kontraktur oder Erschlaffung, die ge- 


schilderten chemischen Veranderungen sich abspielen. 


1 Lundsgaard, diese Zeitschr. 227, 51, 19380. 

















Uber die Glykogenbildung 
in der Leber von Ratten bei reiner Fettfiitterung. 
Ein Beitrag zur Frage der Zuckerbildung aus Fett. 


Von 
Regine Kapeller-Adler und Michael Rubinstein. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitit.) 


(Eingegangen am 18. Mdrz 1932.) 


I. 

Die Frage der Zuckerbildung aus Fett bildet eines der strittigsten 
Probleme auf dem Gebiet der Stoffwechselphysiologie. Es ist daher 
nur selbstverstandlich, daB diese Frage Gegenstand mannigfacher 
Untersuchungen und Erérterungen verschiedenster Autoren geworden 
und von vielen Gesichtspunkten aus betrachtet worden ist. Die dies- 
beziigliche Literatur ist derart umfangreich, daB wir uns im Rahmen 
vorliegender Arbeit auf das Zitieren der allerletzten Arbeiten be- 
schrinken miissen!. 

Was den gegenwartigen Stand der Frage der Zuckerbildung aus 
Fett anlangt, so verhalt sich die Sache so, daB bisher eine Zucker- 
entstehung aus hohen Fettsiuren weder mit Sicherheit nachgewiesen 
noch mit Entschiedenheit widerlegt werden konnte. Die Frage steht 
vielmehr noch immer in Diskussion, und es gibt fast ebenso viele Gegner 
wie Anhanger der Hypothese der Zuckerbildung aus Fett, wobei in 
vielen Fallen, in denen eine Zuckerbildung aus Fett wahrscheinlic! 
gemacht worden ist, es keineswegs bewiesen ist, daB der Zucker tat- 
sichlich aus hohen Fettsaduren entstanden ist und daB das vorhandene 
Glycerin, an dessen zuckerbildenden Funktion zu zweifeln kein Anlaj 
vorliegt, nicht eine ausreichende Erklarung fiir die beobachtete Zucker- 
entstehiing bildet. 

! Betreffs der alteren Literatur sei auf die Angaben in O. Fiirths Lehi 
buch der physiologischen und pathologischen Chemie 2, 223—229, v 


wiesen. 
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Wertheimer’ glaubt aus seinen Versuchen an Phlorrhizinhunden 
hlieBen zu sollen, da®B Adrenalin und Insulin die Kehlenhydratbildung 
s Fett in der Leber katalysieren, wenn auch beide Hormone an ver- 
hiedenen Punkten der Stoffwechselregulation anzugreifen scheinen. 
nkersdorf{® folgeit aus seinen Versuchen, da unter Adrenalin eine 

tandige Neubildung von Glykogen aus Nichtkohlenhydraten stattfinde. 
\uch legt er auf eine Fettinfiltration der Leber unter Adrenalinwirkung 
is fiir Adrenalin spezifisch einen besonderen Wert. 

Calvo-Criado* hat an fast koblenhydratfrei gemachten Tieren die 
Feststellung gemacht, daB durch Zufuhr von Fett oftmals die Glykosurie 
verstarkt wird, und bezieht die vermehrte Zuckerausscheidung auf eine 
Kohlenhydratneubildung aus Fett. 

Storring* spricht sich in seiner Arbeit ebenfalls fiir eine durch Adrenalin 
bedingte Umformung von Fett in Kohlenhydrate aus. Weiter nehmen 
Chaikoff und J.J. R. Macleod® und Chaikoff und Weber® auf Grund ihrer 
Versuche die Méglichkeit einer Zuckerbildung aus Fett an. 

Kinen etwas zuriickhaltenderen Standpunkt beziiglich dieser Frage 
nehmen einige andere Autoren ein. 

Jost? meint, daB unter Beriicksichtigung verschiedener Gesichtspunkte 
manche Tatsache, die gegen die Méglichkeit einer Zuckerbildung aus Fett 
spricht, an Beweiskraft einbiBe. 

. Abelin, Goldener und Kobori*® bezeichnen sich zwar nicht als Gegner 
der Theorie der Zuckerbildung aus Fett, kénnen jedoch nicht aus ihren 
Untersuchungen eine Umformung von Fett in Leberglykogen folgern. 

C.F. Cort und G. T. Cori® behaupten, daB es sich nicht mit Sicherheit 
ausschlieBen 14Bt, daB das in der Leber angehaiufte Glykogen auch von 
Nichtkohlenhydraten stamme. Geiger und Schmidt leugnen zwar ebenfalls 
die Méglichkeit einer Neubildung von Kohlenhydraten aus Fett keineswegs, 
kennen aber einstweilen keine Tatsache, welche eine diesen ProzeB férdernde 
Wirkung des Adrenalins beweisen wiirde. 


Zu den ausgesprochenen Gegnern der erwahnten Theorie gehéren 


unter anderen G. Lusk™ und Thannhauser ®. 

G. Lusk behauptet, daB Adrenalin keine Entstehung von Zucker aus 
Fett hervorrufe. Der Fettgehalt der Muskeln bleibe auch dauernd bei der 
Arbeit unverandert, was gegen die Bildung von Kohlenhydraten aus Fett 
spricht. 

Thannhauser meint, daB Formulierungen beziiglich der Intstehung 
der Kohlenhydrate aus Fett mdéglich seien, ein experimenteller Hinweis 


Pfliigers Arch. 213, 287, 1926; Arch. f. exper. Pathol. 189, 378, 1928. 
Pfliigers Arch. 211, 415, 1926; 216, 549, 1927. 
Diese Zeitschr. 164, 76, 1925. 

Pfliigers Arch. 221, 282, 1928. 

J. of biol. Chem. 74, 203, 1927 

Ebendaselbst 76, 813, 1928. 

Bethes Handh. 5, 619. 

Diese Zeitschr. 174, 232, 1926. 

Ebendaselbst 206, 39, 1929. 

Arch. f. exper. Pathol. 189, 381, 1929 

Diese Zeitschr. 156, 334, 1925. 

Deutsch. med. Wochenschr. 538, 1676, 1927 
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sei jedoch bisher nicht gefunden worden. An keiner Stelle ware bisher « 
sicherer Beweis fir den Umbau der Fettséuren zu Kohlenhydraten | 
bracht worden. 


Soweit der bisherige Stand dieses Problems. 


Firth und Engel! haben gefunden, daB die Leber von Adrenalin, 
kaninchen noch tber betrachtliche Kohlenhydratmengen  verfiiy: 
(1,97 bis 2,25°,), wenn auch der Harn bereits zuckerfrei geworden ist 
so daB sie zu dem SchluB kommen, daB die Vorstellung, der Har 
ware nach wiederholten Adrenalininjektionen zuckerfrei, sobald di 
Glykogendepots in der Leber erschépft seien, an Wahrscheinlichkeit 
verliere. 

In Hinblick auf diese Feststellung sowie im Zusammenhang mit 
den aus der Literatur her bekannten und obenerwahnten Beobachtungen 
sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Einwirkung von Adrenalin 
Cocain, Phlorrhizin und Insulin auf die Kohlenhydratspeicherung in 
der Leber von Ratten bei reiner Fettfiitterung untersucht werden 


EKignen sich doch Ratten besser als andere Versuchstiere fiir Versuche 
iiber protrahierte reine Fettfiitterung. Wir hofften dabei Anhaltspunkte 


zu gewinnen, ob vielleicht der eine oder der andere der genannten 
Stoffe befahigt sei, eine etwaige Zuckerbildung aus Fett derart zu 
katalysieren, daB eine Kohlenhydratneubildung in einer Glykogen 
speicherung in der Leber zutage trate. 


Il. 
Die Versuche wurden an ausschlieBlich mit Fett gefiitterten Ratten 
unternommen. Die Versuchsanordnung war folgende: Die Ratten 


wurden einzeln in Kafigen gehalten, und zwar befand sich das Tie1 
auf einem Drahtnetz, auf welches auch eine Wasserschale sowie eine 
‘Schale mit 50 bis 60g Speck gebracht wurden. Die Versuchsdaue: 
betrug 4 bis 8 Tage. Nach beendetem Versuch wurde der iiberschiissige 
Speck zuriickgewogen. Vor Beginn des Versuchs wurden die Ratten 
grundsatzlich 1 Tag hungern gelassen, um ihre Leber von Glykogen 21 
entleeren. Zwecks Erlangung von Normalwerten bei reiner Speck 
fiitterung wurde eine Serie von vier Ratten lediglich mit Speck ge 
fiittert. Bei den tibrigen Ratten wurde an dem dem Hungertag folgenden 
Tage mit der Verabfolgung von Injektionen begonnen, welche samtlic! 
subcutan ausgefiihrt worden sind. 

Zur Injektion gelangten mm verschiedenen Serien folgende Stoffe: 
Suprarenin. hydrochloric. synth. ,,Héchst“*, Cocain. hydrochlor., Supra 
renin und Cocain gleichzeitig, Phlorrhizin und Insulin ,,Kahlbaum 


! Diese Zeitschr. 237, 160, 1931. 
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Wahrend des Versuchs wurde das Gewicht der Versuchstiere gepriift, 
m feststellen zu kénnen, ob die Injektionen nicht etwa einen schadigen- 
den EinfluB auf den Ernaihrungszustand der Tiere ausiibten. Wurde 
eine Gewichtsabnahme beobachtet, so unterbrachen wir den Versuch 
fur einige Zeit, um nicht durch eine etwaige Zuckerbildung aus Eiweil} 
irregefiihrt zu werden, und setzten ihn fort, nachdem sich die Tiere 
wieder erholt hatten. Mitunter wurde auch bei der letzten Injektion 
eine gréBere Dosis des einzuverleibenden Stoffes verabfolgt, weil wir 
so eine ausgepragtere Wirkung zu erzielen hofften. Die Tiere wurden 
meistens schon 3 bis 4 Stunden nach der letzten Injektion durch Chloro- 
form getétet und die frisch entnommenen Lebern analysiert. 

Zur Untersuchung gelangte der Gesamtkohlenhydrat- und der 
Fettgehalt der Leber, nachdem das Gesamtgewicht der letzteren sorg- 
faltig bestimmt worden war. 

Das Gesamtkohlenhydrat wurde nach der Methode von Dische und 
Popper! bestimmt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Bildung 
einer braunen Farbung beim Erhitzen von wiasserigen Kohlenhydrat- 
lésungen mit starker Salz- oder Schwefelséiure in Gegenwart von Indol. 


lg der genau abgewogenen Leber wurde einer zweistindigen 
Hydrolyse mit 2,2°,ig. Salzsiure am siedenden Wasserbad unterworfen 
und aliquote Teile des auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillten Hydro- 
lysats der kolorimetrischen Kohlenhydratbestimmung nach Dische- 


Popper unterzogen.  Beziiglich des naheren Verfahrens sei auf die 
Originalarbeit verwiesen. 

Zur Bestimmung des Fettes wurde 1g Leber in einer Reibschale 
mit Kieselgur fein zerrieben und 3 Stunden bei etwa 100° getrocknet. 
Das trockene Material wurde quantitativ in die Extraktionshiilse eines 
kleinen Soxhletschen Apparats gebracht und einer dreistiindigen 
Extraktion mit Petrolather unterworfen. Der Extrakt wurde in einem 
gewogenen Bechergléischen von Petrolither durch Abdunstenlassen 
befreit, der Riickstand bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und ge- 
wogen, 

Aus der Menge des von jeder Ratte gefressenen Specks, aus dem 
Gewicht der Ratte und der Versuchsdauer haben wir den Kaloriengehalt 
der jeder Ratte zugefiihrten Nahrung pro Tag und 100 g Korpergewicht 


errechnet, wobei 1 g Speck 7 Kalorien gleichgesetzt wurde. ' 


In den folgenden Tabellen bringen wir die in unseren Versuchen 
erhaltenen Ergebnisse. 


1 Diese Zeitschr. 175, 371, 1926. 
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Normalversuch. 


Ersten Tag Hunger, zweiten bis sechsten 


M. Rubinstein: 


Kapeller-Adler u. 


“Tabelle I. 


reine Speckfiitterung. 


bzw. 


siebenten T: 





Gewicht 


Ratte Vor nach nach 
dem ein- dem 

Ver- tiigigem Ver- 

Nr such Hunger such 
F | 145 134 
H 140 135 
KE 139 123 
G 120 112 


Kalorien 


Ver- pro Tag | Gewicht | Gesamt- 
fiitterter und der kohlen- Fett 
Speck 100 g Leber | hydrat 

Koérper- 

g gewicht g 

56 47 5,50 2,8 7,17 

50 42.4 4,95 2,8 5,34 

40 44,2 5,90 2,5 7,60 

40 48,2 6,20 2,2 5,00 
Tabelle Il. 


Ver- 
suchs- 
dauer 
in 


Tagen 


Za 


In 
tione 


Ersten Tag Hunger, zweiten bis sechsten Tag je 0,05 mg Supraren. hyd 
gz £] I s 
chloric. pro 100 g Kérpergewicht injiziert. 





Gewicht 


Ratte vor nach nach 
dem ein- dem 

Ver- tiigigem Ver- 

Nr. such Hunger such 
EK | 205; 195 | 200 
G | 220! 215 | 207 


. Kalorien é 
Ver- pro Tag Gewicht Gesamt- 
fiitterter und der kohlen- Fett 
Speck 100 g Leber hydrat 
Koérper- 
g gewicht g 0 
52 35,95 10.7 2.3 11,36 
42 27,50 10,1 1.9 6,88 
Tabelle Ill. 


Ver- 
suchs- 
dauer 
in 


Tagen 


Zah 
de 


Injek 


Ersten Tag Hunger, zweiten Tag 0,05 mg, dritten bis fiinften Tag 0,10 mg. 


sechsten Tag 0,15 mg 


Supraren. hydrochloric. synth. injiziert. 





Gewicht 


Ratte Vor nach nach 
dem ein- dem 

Ver- tigigem Ver- 

Nr such Hunger such 
G, 260 249 232 
E | 248; 225 | 220 
H (220 205 198 
F | 260} 285 | 225 


y Kalorien| @, ( 
er- ro Tag — resamt- 
fiitterter und : — koblen- Fett 
Speck 100g ri iM hydrat 
Koérper- Leber 
g gewicht g f 0), 
~ ‘ 6,69) , po 5,8 | 
2 29 "5 ms 
0 17,1 13,2 0.46] 0,53 63 | 
a . 0.60) , xq 2,00) 
9 F ( wv) 
25 15,1 94 0.44) 0,52 1'g9) 
r ~ 0,44) s| 9 or 
r 0 f a 0 2 30 
15 10,1 9.5 0:50] 47) 2,3 
pan »» | 0,60) sae 
F 9 9 SF no ) . 
35 20,2 8.5 070) 0,65 1,00 


* Getitet 3 Std. nach der letzten Injektion. 





Ver- 
suchs- 
dauer 

in 
Tagen 


6,05 5 


194 5 
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Tabeile 1 


‘rsten Tag Hunger, zweiten bis vierten Tag 0,1 mg, fiinften Tag 0,15 mg 


Supraren. hydrochloric. synth. 





Gewicht Kalorien 
pro Tag 
und 


Ver- 
fiitterter 


Gesamt- Ve 


Kohlen- Fett 


Gewicht Zahl 
der 


der 


suchs 
itte ony 


dauer 


vor nach = nach 


dem 


Speck 


100 g 


Kiérper- 


dem 
Ver- 


ein- 


tigigem 


Ver- 


Leber 


hydrat 


in Injek 


such Hunger such 


173 170 


225 220 


154 150 140 


* Getitet 3 Std. nach 


Ersten Tag Hunger, 


160 


1 gewicht 


44.2 


212 31,7 


44.0 


der letzten Injektion. 


T abe lle V. 
zweiten bis 


chloric. synth. 


fiinften Tag 0.1 mg 


Tagen 


Suprare 


tionen 


hydro- 





Gewicht 


Kalorien 


Ver- 


Gewicht 


Gesamit- 


pro Tag 
und 
100g 

Kirper- 

gewicht 


Ratte fiitterter 


Speck 


der 
Leber 


Kohlen- 
hydrat 


nach 
dem 
Ver- 
such 


nach 

ein- 
tagigem 
Hunger 


vor 
dem 
Ver- 
Nr. such g ( 


140 1386 25 317 | 66 Pap) 1:25 3.40 


178 175 


* Getitet 5 Std. nach der letzten Injektion 


19 18,8 2.30 1.90 





Tabelle VI. 


“rsten Tag Hunger, zweiten bis fiinften Tag 0,1 mg. sechsten Tag 0,15 mg 


Supraren. hydrochloric. synth. 





Gewicht 


Kalorien 


Ver 
fiitrerter 
Speck 


pro lag 
und 
100 ¢ 

Kirper- 


gewicht 


nach 
dem 
Ver- 


such 


tagigem 


such Hunger 


120 115 26,2 


130 129 29,1 


180 170 95 204 


* Getitet 2 Std. nach der letzten Injektion 


Gewic 


ht 
der 


Leber 


{ 


0.50} 


0,49) 
0 


1 


Gesamt- 
kohlen 
hvdrat 


1471 6 48 


( 
50} 0,49 


1 


4.0 


2.5 


4. 
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Tabelle VII. 


M. Rubinstein: 





Ersten Tag Hunger, zweiten bis siebenten Tag 0,2cem einer 4°/,.ig¢ 
Lésung Cocain. hydrochloric. pro 100 ¢ Kérpergewicht. 
: I perg 
Gewicht Kalorie —_ 
vere Ver- aro Tae Gewicht Gesamt- haa Zal 
. ; or nacl ach  fiitterter i der kohlen- Fett sucns- de: 
Ratt p tend Pa py Speck 100 g Leber hydrat ome Injek 
Ver- tigigem Ver- Koérper- 1 ie tion 
Nr. such Hunger such g gewicht g es 
, ad se , ‘ua ie 2.30 ‘ ; . 
F 150 145 143 42 334 = 7,0 Sigl223 40 66 6 
Qn ‘ ‘ - 2Q 2 ea 2,80 ~ : 
H 135 130 182 45 | 393 76 Sn\2,70 44 6 6 
2.60] 
hk 230 223 230 60 30,4 12,1 1,30 (9 6 6 * 
* Getitet am nichsten Tage. 
Tabelle VIII. 


Ersten Tag Hunger, zweiten Tag 0,2 ccm, dritten bis siebenten Tag 0,4 ccm 


einer 4° 


oigen Lésung Cocain. hydrochloric. 





Raite vor 
dem 
Ver- 
Nr. such 


F || 225 


k 200 


Gewicht 


nach 

ein- 
tagigem 
Hunger 


bo 
-— 
or 


208 


194 


nach 
dem 
Ver- 
such 


200 


170 


Ver- 


fiitterter 


Speck 


og 


42 


Kalorien 


ro Tag 


und 


100 g 
Korper- 


gewicht 


32,1 


26.5 


Gewicht 


der 
Leber 


* Getétet 3 Std. nach der letzten Injektion. 


Ersten Tag Hunger, 
chloric. und 0,2 cem einer 4°/sigen Lésung von Cocain. hydrochloric. 


Tabelle 


i # 


Gesamt- 
kohlen- 
hydrat 


0,40) 


0.34 9-36 


Ver- 


Fett suchs- 
dauer 


in 
Tagen 


6.45 6 


6,39 6 


1,00 6 


Zahl 
dei 

Injek 

tioner 


zweiten bis siebenten Tag 0,05 mg Supraren. hydro 





2s . 
Ratte vor 


dem 

Ver- 

Nr. such 
1 190 


3 195 


Gewicht 


nach 
ein- 


tagigem 
£ 


Hunger 


180 
185 


* Getitet 3 Std. 


nach 
dem 
Ver- 
such 


175 
188 


Ver- 
fiitterter 
Speck 


og 
re 


42 
48 


Kalorien 
pro Tag 
und 
100 g 
Korper- 
gewicht 


26.8 
29.9 


Gewicht 
der 
Leber 


9.6 
11,0 


nach der letzten Injektion. 


Gesamt- 
kohlen- 
hydrat 


0,63 
0,76 


Ver- 

Fett | Suchs- 

dauer 
in 

° Tagen 
9,07 6 
7,99 6 


Zah 
dei 
Injek 
tione! 


6* 
6 
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ool _rsten 


Tabe lle . 


Tag Hunger; zweiten Tag 0,015 g Phlorrhizin, gelést in 0,5 cem 


ner 1,2°,igen Sodalésung, pro 100 g Kérpergewicht injiziert; dritten bis 


erten 


in 


Tag keine Injektion; fiinften bis neunten Tag 0,015 g Phlorrhizin 


0,.5cem einer 1.2°,igen Sodalésung. 





Gewicht 


vor 
dem 
Ver- 


such 


nach 

eln- 
tigigem 
Hunger 


216 
212 
155 


170 


180 


* Getitet 3 Std. 


nach 
den 

Ver- 
such 


198 
180 


125 


149 


165 


Ver- 
fiitterter 
Spe ck 


50 


nach der letzten 


Kalorien 
yro Tag 
und 
100 g 
Korper- 


gewicht 


Gewicht 
der 
Leber 


Gesamt- 
kohlen- 
hvdrat 


Fett 


0,73) 


94.8 9 ( we7 5.0 
24, 3.0 0.69) 1 ,/ 


26.0 5.5 1.8 


0,33 | 


Injektion. 


Tabe lle PHF 


Ersten Tag Hunger; zweiten Tag 0,1 mg Supraren. hydrochloric. pro 100 g 
Koérpergewicht 


hydrochloric. und 0,015 g Phlorrhizin, gelést in 0,5cem einer 1,2‘ 


injiziert ; 


dritten 


bis siebenten Tag 0,05mg Supraren. 


/igen 


Sodalésung, pro 100 g Kérpergewicht injiziert. 





Gewicht 


vor 

dem 
Ver- 
such 


nach 

ein- 
tagigem 
Hunger 


155 


178 


170 


190 


* Getitet 3 Std. 


nach 
dem 
Ver- 
such 


158 


145 


170 


Ver- 


fiitterter 


Speck 


gz 


Kalorien 
pro Tag 
und 
100 g 
Koérper- 
gewicht 


Gevricht 
} 


aer 


Leber 


Gesamt- 
kohlen- 
hydrat 


39.0 


23.6 


nach der letzten Injektion. 














POL R. Kapeller-Adler u. M. Rubinstein: 
Tabelle XII. 
Ersten Tag Hunger, zweiten bis sechsten Tag je '/,, 1, 2 Einh. Insuli: 
Kahlbaum* pro 100 g Kérpergewicht injiziert. 
Gewicht 2 Kalorien Go 
> - pro Tag wieht Gesamt- Ver- | Za 
Ratte vol nach nach und der kohlen- Fett Suchs- 4, 
dem ein- dem = W0g Leber hydrat daue1 Ini 
Ver- tigigem Ver- = Korper- 1 a wor 
Nr such Hunger such g gewicht g 0 _— 
H ae ee ee 
190 175 | 180) 37 28,0 8,9 ) 86 0,78 4,8 5 ) 
taglich | 0,86} 
1’, Kinh. p 0.70 
| ‘ | 155 150 | 158); 40 36,4 5,9 ean] 0,68 3.8 5 5 
3 ‘2 165 170 12 35.0 7,1 0.80 4.0 5 i) 
taglich } 
1) Be 5) a : : 
4 | ‘/. Binh. | 160 160 34 298 75 54 122534 5 5 
a 235 225) 37 | 225 86 logo 44 5 | 5 
| taglich | ” 0,704” , 
be a 
gj 1 Einh. | 120 125 33 37,7 68 1,90 45.5 1 5 
170 (178 85 | 282 | 70 |''liso ga) 5 | 5 
| taglich | 1,10) 
9 aro 
| heel 150 150 40 373 68 0,90 —~| 51/5 





* Getitet 4 Std. nach der letzten Injektion 


Bei der Durchsicht der einzelnen Tabellen kommt man zu folgenden 
t=) 
fatten 


Ergebnissen: Der 


Kleine Gaben yon Adrenalin (0,05 mg Suprarenin. hydrochloric. 
pro Tag und 100 g Koérpergewicht) und Cocain (0,2 cem einer 4° /y igen 
Lésung von Cocain. hydrochloric. pro Tag und 100 g Kérpergewicht 
verindern das Leberyesamtkohlenhydrat gegeniiber der Norm gar nicht 


(vgl. Tabelle IT und VII). 


Bei stdrkeren Adrenalindosen fiel der Leberglykogengehalt, und 
zwar betrug er bei fiinftagiger Versuchsdauer und taglichen Gaben von 
etwa 0,1 mg Suprarenin. hydrochloric. etwa ein Fiinftel des Norma! 


wertes (Tabelle III und VI). 


Bei viertagiger Versuchsdauer und taglicher Gabe von 0,1 bis0,15 mg 
Suprarenin. hydrochloric. ermaBigte sich der Gesamtkohlenhydrat wert 
auf die Halfte bis ein Drittel der Norm (Tabelle IV und V). 


Eine stdrkere Cocaindosis (0,4cem eines 4°),,igen Lésung von 
00°S> ; 


Cocain. hydrochloric. pro Tag und 100g Kérpergewicht) setzte be 


IV. 


Lebergesamtkohlenhydratgehalt 
reichlicher Fettfiitterung betrug rund 2,2 bis 2,8°, (Normalwert). 
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sechstagiger Versuchsdauer in zwei Fallen das Leberkohlenhydrat auf 
etwa ein Sechstel, in einem Falle auf etwa ein Drittel des Normalwertes 


herab (Tabelle VITI). 


Die kombinierte Gabe von Adrenalin und Cocain (beide Stoffe in 
schwacher Dosis appliziert) hatte eine Verminderung des Leberkohlen- 
hydratwertes auf etwa ein Viertel des Normalen zur Folge, wihrend die 
gleichen Dosen beider Gifte, jedes fiir sich injiziert, keine Verschiebung 
des Kohlenhydratgehaltes gegeniiber der Norm hervorriefen (Tabelle LX, 
If und VII). Adrenalin und Cocain scheinen in ihrer Wirkungsweise 
einander gegenseitig zu steigern (vgl. auch Burn und Tainter'). 


Beim Phlorrhizinversuch wurde eine Herabsetzung des Lebergl ykogens 
auf ein Viertel bis ein Sechstel der Norm beobachtet (Tabelle X). 


Die kombinierte Applikation von Adrenalin und Phlorrhizin be- 
wirkte eine Verminderung des Gesamtkohlenh ydrats bis zu einem Sechstel 
des Normalen (Tabelle X1). 


Unter Insulin wurden keine einheitlichen Resultate erhalten, doch 
lagen alle Werte stets unter der Norm (Tabelle XII). 


Was die Leberfettwerte der untersuchten Tiere betrifft, so lieBen 
sie, weil regellos schwankend, keinerlei physiologische SchluBfolgerung zu. 


Es ist schlieBlich noch hervorzuheben, daB die untersuchten Ratten 
sich fast ausnahmslos in gutem Ernahrungszustande befunden haben 
(mit geringen Ausnahmen betrug der Kalorienwert der aufgenommenen 
Nahrung pro Tag und 100g Kérpergewicht 25 bis 40) und im Laufe 
des Versuchs keine gréBere Gewichtsabnahme zeigten. 


Zusammenfassend laipt sich nun aussagen, dap trotz ausschlieBlicher 
reichlicher Specknahrung und Einwirkung von Adrenalin, Cocain, 
Phlorrhizin und Insulin, welchen Substanzen ja vielfach eine kataly- 
sierende Wirkung auf die Glykogenneubildung zugeschrieben wird, keinerlei 
Anhaltspunkte fiir eine Zuckerbildung aus Fett gewonnen werden konnten. 
In keinem einzigen Falle wurde ein héherer Lebergesamtkohlenh ydrat- 
wert, alser bei gleicher Ernahrung der Norm entspricht, beobachtet, so daB 
von einer Speicherung des Glykogens in der Leber bei unseren Versuchen 
nicht die Rede sein kann. Vielmehr liegen die meisten Werte sehr tief 
unter der Norm, was aber einleuchtet, wenn man die vielfach beob- 
achtete, das Leberglykogen mobilisierende Wirkung obgenannter 
Substanzen in Betracht zieht. 


Die Méglichkeit, daB eine Neubildung von Zucker aus Fett zwar in 
diesen Fallen stattgefunden habe, daB sich aber der neugebildete Zucker 


! J.of Physiol. 71, 169, 1931. 
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nicht in der Leber festsetzen konnte und alsbald mit dem Harn nai 
auben beférdert wurde, laBt sich ja selbstversténdlich nicht au 
schlieBen. Als sonderlich wahrscheinlich wird man aber diese Annahn 
nicht hinstellen dirfen; denn bei den vielfach gednderten Versuchs 
bedingungen miiBte man ja doch wohl erwarten, da die Zucke: 
ausscheidung in dem einen oder anderen Falle hinter der Glykogen 
neubildung zurtickgeblieben ware und sich in einer erhGhten Glykogen 
ablagerung in der Leber, die wir aber tatsachlich kein einziges Ma! 
beobachtet haben, manifestiert hatte. 


SchheBlich sei noch tiber einige den Synergismus von Adrenalin wun 
Cocain betreffende Versuche berichtet. DaB Cocain die Wirkung des Adr 
nalins sensibilisiert, ist bekannt! und konnte von uns bestatigt werde: 


(Tabelle IX). 


Wir haben nun bei einigen Adrenalinkaninchen den Versuch unte: 
nommen, nach Sistierung der Glykosurie durch Cocaininjektionen di: 
(Gilykosurie wieder in Gang zu bringen, und zwar lieBen wir die Kaninchen 
hungern, spritzten taglich 0,5 cem Suprarenin. hydrochloric. pro Kilogramn 
Korpergewicht und untersuchten tiaglich das Reduktionsvermégen ce 
Harns nach Bertrand. Nachdem keine Zuckerausscheidung im Harn meh: 
nachgewiesen werden konnte, wurden den Kaninchen neben dem Adrenalin 
noch 5mg Cocainum hydrochloric. pro Kilogramm Ké6rpergewicht taglich 
injiziert und der Harn untersucht. Es erschienen nur Spuren neuer redu 
zierender Substanzen im Harn. 

Darauf wurde noch ein anderer Versuch unternommen, und zwar so. 
daB die Kaninchen nicht mehr hungern gelassen wurden, sondern taglich 
150 cem einer kohlenhydratfreien Nahrfliissigkeit, bestehend aus 90 Teilen 
Wasser, 5 Teilen Fett und 5 Teilen Witte-Pepton per Schlundsonde vet 
abfolgt bekamen. Hierauf wurden wieder taglich 0,5cem Suprarenin 
hydrochloric. pro Kilogramm Kérpergewicht gespritzt und nach Aufhéren 
der Zuckerausscheidung auBerdem noch 5 mg Cocain. hydrochloric. pro 
Kilogramm K6rpergewicht. Der untersuchte Harn enthielt nur wenig 
Yehntel Zucker. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB das Cocain nicht imstande ist, 
bei Adrenalinkaninchen nach Versiegen der Glykosurie dieselbe wieder i 
Gang zu bringen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei reiner reichlicher Fettfiitterung (Speck, entsprechend 25 bis 


40 Kal pro Tag und 100g Kérpergewicht) betrug der mittlere Gesamt- 
kohlenhydratgehalt der Rattenleber rund 2'/,°,. 

2. GréBere Dosen Adrenalin oder Cocain verminderten den Leber 
kohlenhydratwert um ein Betrdchtliches (die Halfte bis ein Sechstel des 
Normalwertes). 


1 Burn u. Tainter, |. e. 
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3. Kombinierte Gaben von kleinen Adrenalin- und Cocaindosen, 
welche an sich unwirksam waren, sefzten den Kohlenhydratgehalt der 
Leber auf ein Viertel des Normalen herab. Hier trat die gegenseitige 
Beeinflussung beider Stoffe deutlich zutage. 

4. Phlorrhizin bewirkte eine Erniedrigung des Leberkohlenhydrat- 
wertes auf ein Sechstel der Norm, ebenso in der Kombination mit 
\drenalin. 

5. Die Versuche mit Insulin ergaben kein einheitliches Resultat, 
jedentalls lagen die erhaltenen Werte unterhalb der Norm. 

6. Der Fettgehalt der untersuchten Lebern war sehr schwankend, 
vollkkommen unspezifisch und in keinerlei Beziehung’zu dem dazu- 
gehorigen Gesamtkohlenhydratwert zu bringen. 

7. Aus den mitgeteilten Versuchen ergaben sich keinerlei Anhalts- 
punkte fiir die Annahme einer Zuckerbildung aus Fett. 








| 
j 


Uber 
die Kalibrierung der Orientierungsskale von Spektralapparaten. 


Von 


Georg Neumann. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungarischen 


~— 


Universitat Budapest. 
(Eingegangen am 18. Mdrz 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In den Mitteilungen! aus diesem Institut wurde im Laufe der Jahre 
auf mehrere Fehlerquellen hingewiesen, durch die die Genauigkeit der 
spektrophotometrischen Bestimmungen beeintrichtigt wird. Kine 
weitere solche Fehlerquelle, in der Kalibrierung der Orientierungsskal: 
der Apparate gelegen, soll nachstehend erértert werden. 

Von Paul Hari? wurde vor mehr als einem Jahrzehnt ausgefiihrt, 
daB man fiir die Lichtabsorption eines Farbstoffs auf derselben Spektral- 
stelle, wenn sie an verschiedenen Spektralphotometern, doch unter 
identischen Versuchsbedingungen bestimmt wird, stets denselben Wert 
erhalten muB. Diese Ausfiihrungen, fuBend auf Parallelbestimmungen 
der Extinktionskoeffizienten von Blut- und Hamoglobinlésungen 
mittels eines alten Aénigschen und eines neueren nach Martens und 
Griinbaum modifizierten Kénigschen Apparats wurden einige Jahre 
spiter von Charnass* angegriffen. 

Charnass behauptet, daB die jeweilige, fiir je einen Farbstoff bzw. je 
eine Spektralstelle charakteristische Lichtabsorptionskonstante an jedem 
Apparat eigens festgestellt werden muB, und die Konzentration der be 
treffenden Farbstofflésung erst auf Grund dieser Konstante bestimmt 
werden kann. Es eriibrigt sich, auf die Unhaltbarkeit dieses Standpunktes 
genauer einzugehen; es wird geniigen, darauf hinzuweisen, daB man aut 


1 BE. Keve, diese Zeitschr. 201, 439, 1928; M. Schlesinger, ebendaselbst 
235, 70, 1931; EB. Keve, ebendaselbst 224, 347, 1930. 

2 P. Hari, ebendaselbst 95, 266, 1919. 

3 D. Charnass, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I\ 


Teil 4, Heft 4, S. 1128. 
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‘rund eines ahnlichen Gedankenganges auch beim Arbeiten mit Polari- 
etern, Refraktometern, ja sogar mit analytischen Waagen usw. fiir jeden 
\pparat entsprechende Konstanten wird feststellen miissen! Es ist selbst- 
erstandlich, daB die Werte, die man mittels zweier, wenn auch tadellos 
istierter und kalibrierter Spektrophotometer erhalt, nicht auf beliebige 
Dezimalstellen itibereinstimmen; doch ist ahnliches auch beziiglich zweier 
feinster analytischer Waagen der Fall. Wie an den Waagen hat auch an 
den Spektrophotometern die Genauigkeit, mit der sich ein Apparat her- 
stellen und sich mit ihm arbeiten laBt, ihre Grenzen, demzufolge sich bei 
der Gewichtsbestimmung Fehler von einigen Zehntel Prozenten, bei der 
Spektrophotometrie aber solche von einigen ganzen Prozenten ergeben. 
\us alledem folgt aber nicht, daB jedem Spektrophotometer eine Art 


Individualitat zukame. 


Da es sich in den Versuchen von Hari insgesamt um fiinf Blut- 
farbstofflésungen und bloB um zwei Spektralstellen handelte, wurde 
mir die Aufgabe zuteil, diese Untersuchungen auf eine gréBere Zahl 
von Spektralstellen und, um gewisse Fehlerquellen auszuschlieBen, auf 
soleche Farbstofflésungen auszudehnen, deren Lichtabsorption nicht, 
wie die des Blutes bzw. des Hamoglobins, wahrend einer laingeren 
Beobachtungsdauer sich durch Belichtung, durch chemische Um- 
setzungen usw. andern kann. Im Verlauf dieser Untersuchungen gelang 
es mir, die Eingangs erwahnte systematische Fehlerquelle aufzudecken, 
an die eigentlich nicht gedacht werden konnte. 


Einrichtung der Versuche. 


Untersucht wurden an beiden oben erwahnten Spektrophotometern 
Losungen von Kaliumpermanganat, Kupfersulfat und Keliumbichromat. 
Bei dem steilen Verlauf der Absorptionskurven dieser Stoffe (die aber, 
um fortiori zu beweisen, absichtlich gewahlt wurden) muBten je nach der 
Spektralstelle, an der oben abgelesen werden sollte, sehr verschieden kon- 
zentrierte Lésungen in den Trog (des alten) bzw. in die Réhre (des neuen 
Apparats) eingefilllt werden, um nicht zu niedrige oder zu hohe Extinktions- 
koeffizienten zu erhalten, die nach den vielfaltigen Erfahrungen in diesem 
Institut mit erheblichen Fehlern belastet sein k6nnen. Von meinen Werten 
war 0,458 der niedrigste und 1,326 der héchste. Als Lichtquelle diente 
an beiden Apparaten je eine starke Osram-Opallampe, deren Licht durch 
eine kreisf6rmige 15 mm im Durchschnitt haltende Blende trat. Der Okular- 
spalt hatte die Breite, die seinerzeit von Hafner empfohlen wurde (siehe 
hieriiber weiter unten). Der Objektivspalt wurde an beiden Apparaten 
0.1mm breit genommen; nur im Gebiet der kurzwelligen Strahlen wurde 
er auf 0,25 mm erweitert. Bei der nicht ganz bereinigten Frage iiber die 
(tiiltigkeit des Beerschen Gesetzes bei der Verwendung von gemischtem 
Licht war ich gezwungen, an beiden Apparaten bei derselben Schichtdicke 
abzulesen, und, da der Trog des alten Apparats unabanderlich so beschaffen 
ist, daB der betreffende Extinktionskoeffizient sich auf eine Schichtdicke 
von 10mm bezieht, durfte ich am neuen Apparat von allen zur Verfiigung 
stehenden Beobachtungsréhren nur die 20mm lange mit eingelegtem 
10mm dicken Glasklotz benutzen. Insgesamt habe ich zwei Losungen 
von Kaliumpermanganat und je drei Lésungen von Kaliumbichromat 
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und Kupfersulfat untersucht. Das Spektralgebiet, tiber das sich die A} 
lesungen erstreckten, konnte naturgemaé8 nicht fiir alle drei Stoft 
dasselbe sein, denn die Lichtabsorption ist am Bichromat im langwellige: 
am Kupfersulfat im kurzwelligen Gebiet so gering, da®B in diesen Gebiete: 
bei einer Schichtdicke von 10mm auch in méglichst konzentrierte: 
Lésungen keine verwendbaren Extinktionskoeffizienten erhalten werde: 
k6énnen. 
Die Ergebnisse der Versuche. 


Die Bestimmungen fiihrten zu dem recht tiberraschenden Ergebnis 


daB die an den beiden Spektrophotometern erhaltenen Werte teilweise 


recht groBe Verschiedenheiten aufwiesen. In nachstehender Tabelle | 
habe ich die an den oben genannten Lésungen ermittelten Extinktions 
koeffizienten zusammengestellt bzw. auch den prozentualen Unterschied 
zwischen den an beiden Apparaten erhaltenen Werten berechnet. 
Diese Unterschiede sind teilweise weit gréBer als dem zulassigen Ab- 
lesungsfehler entspricht, und sind in der Tabelle I, soweit sie 3°, iiber- 
schreiten, durch Fettdruck hervorgehoben. Da8 dieser Befund kein 
zufalliger, sondern ein systematischer war, geht aus der meistens leid- 
lichen Ubereinstimmung der Ergebnisse der parallelen Versuchsreihen 
hervor; daB aber diese Ubereinstimmung nicht besser ist, laBt sich 
einfach aus den unvermeidlichen Ablesungsfehlern erklairen, die nicht 
geringer als auf 1 bis 3°, geschatzt werden kénnen, und die die oben 


erwihnten systematischen Fehler je nach ihrer Richtung bald gréBer, 


bald aber kleiner erscheinen lassen. 


Von der festen Uberzeugung ausgehend, daB im Gegensatz zur 
Charnassschen Auffassung zwei Apparate verschiedener, jedoch richtiger 


Konstruktion, wenn sie tadellos justiert und kalibriert sind, praktisch 
identische Extinktionskoeffizienten liefern miissen, ging ich daran, 
nach der Quelle des Fehlers zu suchen. Sie konnte darin gelegen sein, 
daB 1. einer der beiden Apparate oder beide falsch justiert waren, 
2. der Spektralausschnitt, in dem die Bestimmungen ausgefiihrt waren, 
in den zwei Apparaten nicht gleich breit war, 3. woran am wenigsten 
gedacht werden konnte, an einem Apparat oder an beiden die Kali- 
brierung der Orientierungsskale stellenweise falsch war. 

Zul. Eine Neujustierung beider Apparate wurde kurz vor dem 
Beginn meiner Versuche in derselben Werkstatte (Schmidt u. Hdnsch 
in Berlin), aus der auch die Apparate herstammen, vorgenommen, und 
hat sich als tadellos erwiesen. 

Zu2. An einer Farbstofflésung, deren Lichtabsorption langs 
einer gréReren Strecke des Spektrums angenahert gleich stark ist 
d.h. ihre Absorptionskurve auf dieser Strecke nur wenig gegen ic 
Abszissenachse geneigt ist, weisen die Extinktionskoeffizienten keinen 
belangvollen Unterschied auf, wenn der Okularspalt und demzufolge 
auch der Spektralausschnitt an zwei Apparaten oder zu zwei ve! 
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chiedenen Gelegenheiten an einem Apparat verschieden breit genommen 
vird. Handelt es sich hingegen um eine steil verlaufende Absorptions - 
curve bzw. um ein steil verlaufendes Stiick, wo der Anstieg oder Abfall 
zudem noch kein gleichmabiger ist, so wird man je nach der Breite 
des Okularspaltes ungleiche Extinktionskoeffizienten erhalten miissen. 

In nachstehender Abb. 1 ist auf Grund meiner eigenen Ablesungen 
largestellt, wie steil die Absorptionskurve des Kupftersulfats von Rot nach 
Griin abjdlit, die des Kaliumbichromats von Griin nach Blau ansteigt; 
daselbst ist auch der von Rot bis Griin anstecgende und von Blaugriin bis 
Blau abfallende Schenkel der Absorptionskurve des Kaliumpermanganats 
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Abb. 1 
I Kaliumpermanganat. II Kupfersulfat. III Kaliumbichromat 


abgebildet. In dieser Abbildung sind beziiglich jeder einzelnen Farbstoff- 
lésung die an den verschiedenen Konzentrationen ermittelten Extinktions- 
koeffizienten auf je eine einzige, beziiglich der drei Farbstofflésungen 
natiirlich verschiedene, und zwar solche Konzentration umgerechnet, 
daB die héchsten Stellen der drei Kurven ungefaihr die gleiche Héhe haben, 
denn nur auf diese Weise konnten die drei Kurven in einer Abbildung 
untergebracht werden. 

Nun konnten aber die aus Tabelle I ersichtlichen Unterschiede 
nicht auf diese Weise entstanden sein, denn auf méglichste Gleichheit 
des Okularspaltes habe ich sorgfaltig geachtet. Der Okularspalt ist 
zwar an unseren beiden Apparaten nicht meBbar verstellbar, und ist 
demzufolge die Ausmessung der Breite des Spektralausschnittes mit 
erheblichen Schwierigkeiten verbunden; immerhin konnte aber soviel 
erreicht werden, daB der Spektralausschnitt bei Natriumlicht am alten 
Apparat 9,5, am neuen 9,0 4 breit war, also kein wesentlicher Unter- 
schied bestanden hatte. 

Zu 3. An Farbstofflésungen mit den oben erwahnten steil ver- 
laufenden Absorptionskurven kommt es nicht nur infolge einer Un- 


gleichheit des Okularspaltes, d.h. des Spektralausschnittes, zu Un- 
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stimmigkeiten zwischen den an zwei Apparaten erhaltenen Extinktions 
koeffizienten, sondern selbstverstandlich auch infolge etwaiger Fehle: 
in der Kalibrierung der Orientierungsskale. Die Kalibrierung von 
Spektralapparaten wird bekanntlich so vorgenommen, daB man hinte: 
einander eine Reihe von Emissionslinien von bekannter Wellenlang: 
in die Mitte des Okularspaltes einstellt, und dabei jedesmal den Stand 
der Orientierungsskale abliest. Indem man dann die Zahlen der Orien 
tierungsskale auf die Abszissenachse eines Koordinatensystems, dic 
entsprechenden Wellenlangen aber als Ordinaten auftragt, erhalt man 
durch Vereinigung der Schnittpunkte eine Kurve, von der man mit 
Recht erwarten kann, daB mit ihrer Hilte auch die interpolierten Stellen 
genau ausgewertet werden kénnen. Die Kalibrierung der von mir 
benutzten Apparate wurde seinerzeit von Hari! ausgefiihrt, und wurden 
zu diesem Zwecke neben mit Wasserstoff und Helium gefiillten Geissler. 
schen R6éhren auch Flammen- und Funkenspektra liefernde Ein- 
richtungen verwendet. Als im Laufe der Jahre die Kalibrierung der 
Sicherheit halber 6fter wiederholt wurde, fanden sich die Emissions- 
linien des Wasserstoffs und des Heliums stets genau auf derselben 
Stelle der Orientierungsskale, wahrend dies betreffs der auf andere 
Weise erzeugten, in der Regel meist schwacherer Linien, nicht mit 
derselben Genauigkeit der Fall war. Dann ist aber keine Gewdhr fiir div 
Richtigkeit der Kalibrierungskurve gegeben: es konnte die Kalibrierungs- 
kurve des einen Apparats falsch sein, und es konnten die Kalibricrungs- 
kurven beider Apparate in verschiedener Richtung und in verschiedenem 
Grade falsch sein. 

Ich konnte auch daran denken, die Kurve nur durch die mit 
Wasserstoff und Helium erhaltenen Punkte zu ziehen, was jedoch wieder 
den schweren Nachteil eines allzugroBen Abstandes zwischen den fixen 

‘ Punkten bei der graphischen Interpolation gehabt hatte. Auf Anraten 
des Herrn Prof. Rybar, dem auch an dieser Stelle bestens gedankt 
sei, ergab sich ein Ausweg auf folgender Weise. Bezeichnet man mit 
2,, 4g und A, die Wellenlangen der zur Kalibrierung verwendeten drei 
Strahlen, mit n,, n, und n, die durch die Kalibrierung ermittelten ent- 
sprechenden drei Stellen der Orientierungsskale, so bestehen die 


Gleichungen 


. ‘2 » 2g 
my = hy + hyd + hg, 
Ny = ky + kydy + kg i,? 

. 2 t BW? 
Ns = ky + kaha + kgdg 


wobei k,, k, und k, Konstanten sind, deren Wert sich aus den obigen 
drei Gleichungen berechnen laBt. Umgekehrt lassen sich dann mit Hilfe 


1 P. Hari, diese Zeitschr. 82, 229, 1917; 95, 266, 1919. 
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dieser drei Konstanten alle Stellen der Orientierungsskale berechnen, 
die den Wellenlangen im Bereich zwischen A, und A, entsprechen. 
In der geschilderten Weise erhalt man auch die Konstanten fiir die 
Strecke A, bis A; und berechnet die diesem Bereich entsprechenden 
Orientierungsskalenstellen usf. 

Nachstehend sei das Beispiel einer solchen Berechnung ausgefiihrt. 
Sie ist recht umstandlich, da auch mit neunstelligen Zahlen gerechnet 
werden muB, wobei die gewéhnlichen Logarithmentafeln nicht verwendet 
werden kénnen. An dem von mir benutzten neueren Spektrophotometer 
entsprachen 


der Wellenlange 492,2 uu die Skalenstelle 3392 


99 99 501,57 wu, a 3509,5 
* os 587,56 wu ,, - 4264.5 


Laut Vorangehendem bestehen die Gleichungen 


3392 k, + 492,2 k, + 492,22 k, (1) 
3509,5 = k, + 501,57 k, + 501,57? k, (IT) 
4264,5 = k, + 587,56 k, + 587,56? k, (111) 


Gleichung (1) von Gleichung (I1) abgezogen fallt k, weg, und es verbleibt : 
117,5 = 9,37 ky + 9311,625 k,, 
woraus 
117.5 — 9311,625 ky _ 


2.5400 — 993,77 k. V 
9.37 12,54 93,77 ks (IV) 


kg 
Gleichung (1) von Gleichung (III) abgezogen fallt 4, ebenfalls weg, 
und es verbleibt: 
872.5 — 95,36 ky + 102965,914 kg, 
woraus 
872.5 — 102 965,914 ks - 


—— - 9,14953 — 1079,76 ks (V) 


Aus Gleichung (IV) und (V) ist 
12,5400 993,77 k, = 9,14953 1079.76 ks, 
woraus 
3,390 47 _ 
85,99 — 


— 0,039 428 6. 


= 


Diesen Wert von k, in Gleichung (IV) eingesetzt, erhalt man 
ky = 12,5400 — 993,77 . (— 0,0394286) = 51,72296. 
Und den Wert &, in Gleichung (1) eingesetzt 
3392 = k, + 492,2 . 51,72296 + 492,2?. (— 0,0394286), 
woraus 


k, = 3392 — 492,2 . 51,72296 — 492,22. (— 0,0394286) 125 14,0. 


Nachdem ich auf diese Weise alle in der Tabelle I verzeichneten 
Wellenlangen in die nunmehr richtig ausgewerteten Orientierungs- 
skalenstellen umgerechnet hatte, ergaben sich stellenweise recht er- 
hebliche Unterschiede zwischen alter und neuer Kalibrierung, die 
zwar die oben behandelten Unstimmigkeiten zwischen den an den zwei 
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\pparaten erhaltenen Werten verursachen konnten, jedoch keineswegs 
yeeignet sind, die im Laufe der Jahre aus diesem Institut mitgeteilten 
\\erte in erheblicherem Grade zu andern. 

Unter Benutzung der nunmehr richtig kalibrierten Orientierungs- 
skalen wiederholte ich die Ablesungen an je einer Lésung von Kalium- 
permanganat, Kupfersulfat und Kaliumbichromat, und erhielt die in 


labelle I] zusammengestellten Ergebnisse. Wie aus den Daten dieser 


labelle ersichtlich, waren die Abweichungen zwischen dem am alten 
und am neuen Apparat erhaltenen Extinktionskoeffizienten nur mehr 
ausnahmsweise so groB bzw. gréBer (in der Tabelle durch Fettdruck 
hervorgehoben) als dem zuliassigen Versuchsfehler von 3°, in maximo 
entspricht, woraus hervorgeht, daB man bei der Kalibrierung der 
Orientierungsskale eines Spektralapparats am besten fahrt, wenn man 
einige Skalenstellen mit Hilfe ganz verldflicher Emissionslinien feststellt, 
und die dazwischenliegenden Stellen durch die oben erérterte Art der Be- 


rechnung, nicht aber durch graphische Interpolation ermittelt. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. Hari ausgefihrt. 











Das Verhalten von Natriumpyrophosphat bei Gelatinequellung 
und Diffusion in Gelatine. 


Von 
Fr. Axmacher. 
(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt Basel.) 
(Eingegangen am 20. Mdrz 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Durch die Untersuchungen von Lohmann (3) sind wir dariiber 
unterrichtet, daB im Organismus neben den o-Phosphaten auch Pyro- 
phosphat vorkommt. Bei letzterem ist die Neigung zur Komplex- 
bildung besonders hervorstechend und auch physiologisch-chemisch 
sicher von Bedeutung. Inwieweit die komplexbildende Fahigkeit sich 
auch in kolloiden Lésungen kundtut, ist von besonderem Interesse ; 
bisher ist nur fir Suspensionskolloide bzw. grébere Teilchen von 
Chwala (24) festgestellt worden, daB ein Zusatz von Natriumpyro- 
phosphat zu Triibungen das Schwebevermégen derselben betrachtlich 
vermehrt. Moéglicherweise bestehen aber Zusammenhiange zwischen 
der Eigenschaft, Komplexe zu bilden, und zwischen Solvatation und 
‘Quellung, jedenfalls verdienen die verschiedenen Arten physikalisch- 
chemischer Affinitaét weiter verfolgt zu werden. Da entsprechende 
Angaben iiber die Beeinflussung der Quellung durch Natriumpyro- 
phosphat, soweit uns bekannt, nicht vorhanden sind, andererseits die 
Gelatine im Vergleich zu den Verhaltnissen des lebenden Organismus 
ein in vieler Hinsicht sehr brauchbares Modell darstellt, wurde der 
Einflu8B des Pyrophosphats auf die Gelatinequellung, sowie sein Ver- 
halten bei Diffusion in Gelatine untersucht. In einem orientierenden 
Versuch konnte namlich festgestellt werden, daB die Quellung eines 
Gelatine- bzw. Agarstreifens, gemessen an der Langenzunahme beider, 
in einer Natriumpyrophosphatlésung gegeniiber der Quellung in reinem 
Wasser deutlich zuriickbleibt. Ist nun die Quellung nach Spiro (4) 
Loeb (5) u.a. in hohem MaBe abhaingig von der Wassserstoffionen- 
konzentration der Quellfliissigkeit bzw. nach Chiari (6) von der Lage des 
isoelektrischen Punktes der Gelatine, so war der Befund um so be- 
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nerkenswerter, als einmal das o-Phosphat quellungsférdernd wirkt (7), 
indererseits die potentiometrische H-lonenmessung  verschiedener 
Natriumpyrophosphatlosungen folgende py-Werte ergab: 


Konzentration: 0,22 0,17 0.11 0,06 0,02 0,01 molar 
pu: 9,91 10,02. 10,06 10,07 9,42 9,42 


Ohne auf das besondere Verhalten des Wasserstoffexponenten 
niher einzugehen, erhellt, wie fehlerhaft es gewesen ware, von der 
bekannten quellungsf6rdernden Wirkung der alkalischen Reaktion auf 
eine gleiche des Natriumpyrophosphats zu schlieBen. 

Zum Zwecke quantitativer Feststellungen wurde mit der Gewichts- 
methode von Hofmeister gearbeitet, d.h. kleine Quellscheiben, die aus 
etwa 8 mm hoch ausgegossener Gelatine ausgestanzt worden waren, wurden 
in die betreffende Lésung versenkt und ihre Gewichtsveranderung in 
gewlinschten Zeitabschnitten bestimmt, zwecks Verhiitung von Wasser- 
verdunstung wurde in Wageglischen gewogen. Die Gelatine war gegen 
reines Wasser dialysiert, um die Einfliisse der Vorbehandlung auszuschalten 
auf dem siedenden Wasserbad erhitzt und dann in der gewiinschten Dicke 
auf einer ebenen, mit Glasstabchen umrahmten Glasplatte ausgegossen ; 
je nach Bedarf wurden verschieden groBe Scheiben mit dem Korkbohrer 
nach Erstarrung der Gelatine hergestellt. Bei einer als praktisch konstant 
angenommenen Wasserdampfspannung des Aufbewahrungsraumes wurden 
die Scheiben lufttrocken nach erlangter Gewichtskonstanz benutzt, das 
durchschnittliche Gewicht betrug bei dieser Herstellungswéise 0,285 g mit 
Abweichungen innerhalb 0,5° 

AuBer einem zur Kontrolle dienenden Versuch mit reinem Wasser 
wurden zwei Salze untersucht, von denen ebenso wie vom Pyrophosphat 
bekannt ist, daB sie die Fahigkeit zur Bildung komplexer Salze haben. 
Da bei den einzelnen Gewichtsbestimmungen die genaue Minutenzah] 
nicht immer einzuhalten war, sind verschiedene Werte der nach- 
folgenden Tabelle durch Interpolation aus den kurz vorher oder nachher 
liegenden Werten gewonnen : 





Zeit in Std.: 1 2 3 4 5 6 
Aqua destillata. . . . . 0,656 0,790 | 0,917 1,049 1,177 1,301 
0,22 mol. Pyrophosphat . 0,603 0,715 0,818 0,916 1,009 1,078 
010 , " . 0,527 | 0,669 | 0,785 | 0,880 0,980 1,099 
0,10 , Oxalat .... ) 0,536 0,682 0,808 0,999 0,990 1,070 
0.35 , K,yFeCyg... 0,527 | 0,663 0,788 | 0,890 0,991 1,080 


Aus obigen Zahlen geht die quellungshemmende Wirkung des Pyro- 
phosphats deutlich hervor, die es also mit den anderen hier unter- 
suchten Komplexbildnern teilt; dabei ist bemerkenswert, daB die 
Wirkung des Ferrocyanidions trotz seiner héheren Konzentration vom 
Pyrophosphat iibertroffen wird, was noch deutlicher wurde, als die 
Gewichte nach etwa 20 Stunden erneut bestimmt wurden. Gefunden 
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wurde fiir Wasser 2,369 g, fiir Kaliumferrocyanid 2,027 g, fiir Pyr 
phosphat 1,755 g; dabei ist die Verschiedenheit der Kationen in An 
betracht ihrer Stellung in der Kationenreihe wohl zu vernachlassigen 

In der Abb. | findet man, daB sich die Kurven der 0,22 baw. 0,1 
molaren Pyrophosphatlésung schneiden, so daB es den Anschein haber 
kénnte, daB trotz der quellungshemmenden Eigenschaft, die also mit 
héherer Konzentration nur deutliche: 
werden miiBte, zuerst eine Quellungs 





9g forderung eintrate. 
In Wirklichkeit ist die Erklarung 
eine andere: Sowohl beim Versuch mit 
Lz Wasser als auch mit konzentriertere: 
ZA Pyrophosphatlésung wurde wahrend det 
Ga ersten Stunde  viertelstiindlich — ein 
GS} t t —~ Wagung ausgefiihrt. Es ist anzunehmen. 
daB es sich um ein Fortschreiten dei 
Sa a a ued Hydratisierungsvorginge im Innern det 
* 2 - a Quellscheibe handelt auf Kosten det 


Abb. 1. auBeren Schichten; nach neuerlichem 
Einbringen in die Quellfliissigkeit wiirden 


dann die relativ wasserverarmten Schichten um so schneller Wasserteilchen 


an sich ziehen, wahrend im weiteren Verlauf mit zunehmender Annaherung 


an den Gleichgewichtszustand diese Besonderheit wieder ausgeglichen wird. 


Im allgemeinen kann man nur zustimmen, wenn Freundlich (14) aut 


den st6renden EinfluB der Peptisation der Randschichten hinweist. Dem 
zufolge wird man natiirlich die Zahlen, die nach langer Quelldauer erhalten 
wurden, nur relativ zu werten haben und aus diesem Grunde wurde im 
vorliegenden Versuch darauf verzichtet, ein Quellungsgleichgewicht zu 
erreichen. In Anbetracht des relativ groBen Gewichtes der benutzten 
Quellscheiben und der geringen Quelldauer sind die durch Peptisierung 
entstandenen Fehler geringer zu veranschlagen, dabei ist trotzdem ein 
eindeutiges Wirkungsbild von den verschiedenen Ionen zu erhalten. 

' Wahrend nun das Pyrophosphat, wie gezeigt wurde, quellungs- 
hemmend wirkt, wird andererseits die Aufnahme von Kaliumchlorid 
und Zucker durch seinen Zusatz zur Versuchsl6sung vermehrt, wie 
aus den folgenden Versuchen hervorgeht. Lenk (15), der seine Versuche 
allerdings an bereits angequollenem Material durchfihrte, fand, dal 
bei Kombination von zwei verschiedenen Elektrolyten die Gesamt- 
wirkung in mittlerer Linie zwischen den Einzelwirkungen verlauft. Da 
mit Riicksicht auf spatere Versuche auch das Verhalten eines Anelektro- 
lyten, nimlich Glucose, zu untersuchen war, so muB in diesem Zu- 


sammenhang darauf hingewiesen werden, dab Ho/meister (16) ge 
funden hatte, daB Zucker ganz allgemein die Quellung benachteiligen 
Demgegeniiber konnte MW. H. Fischer (17) bei der Saurequellung des 
Fibrins keinen EinfluB8 von Glucose und Saccharose nachweisen. In 
den nachstehend mitgeteilten Versuchen wurde zur Vermeidung von 
Peptisationsfehlern ebenfalls nur eine begrenzte Quelldauer gewabhilt, 
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ind weil spaéter mit wesentlich schwereren Quellscheiben gearbeitet 
wurde, soll durch zwei entsprechende Versuche der EinfluB des unter- 
schiedlichen Gewichts auf die Geschwindigkeit der Wasseraufnahme 
vezeigt werden: 

Quelldauer 6 Stunden. 





Gewicht der Quell- 


Gewie F " 
scheiben ie Wichtszunahme 


Lisung 


vorher nachher absolut 
Aqua destillata. .. . ‘ ‘ 0,287 1,391 1,914 470 
e m : ; onal ed 0,702 1,839 1,137 260 
OSS a 0,284 1,187 0.903 420 
Wie vor. + 0,11 mol. Pyrophosphat 0,284 1,142 0.858 400 
ee eee 0,281 0,953 0,672 340 
Wie vor. + 0,11 mol. Pyrophosphat 0,282 1,017 0,735 360 


Aus den Zahlen geht ein Verhalten hervor, wie es Lenk (I. c.) 
heobachtet hatte; gegeniiber dem in der angewandten Konzentration 
noch starker quellungshemmenden Zucker wirkt das Natriumpyro- 
phosphat relativ quellungsférdernd, der Zucker selbst wirkt wohl lediglich 
durch Wettstreit um das Lésungsmittel quellungshemmend. Warum 
die entquellenden Wirkungen sich nicht einfach additiv verhalten, 
ist nicht leicht zu erklaren; immerhin darf man wohl annehmen, daB 
die Lyophilie der zahlreichen OH-Gruppen des Hexosemolekiils durch 
den Elektrolytzusatz verandert worden ist. Auf Grund dieser Beob- 
achtungen allein wird man jedoch noch kaum das Recht haben, auf salz- 
artige Verbindungen oder dergleichen zu schlieBen. Wie sehr andererseits 
auch das Vorhandensein von Eiweib, welches sowohl als Phase wie durch 
die Méglichkeit mannigfacher und _ verwickelter Valenzbetatigung 
wirksam ist, einen Elektrolytzusatz beeinfluBt, geht aus weiteren 
Versuchen hervor. 

Und zwar wurde hierbei die Konzentration des Elektrolyt- bzw. 
Anelektrolytzusatz nach der Quellung in den Quellscheiben bestimmt, 
wobei der Zusatz sich einmal in reiner Losung, andererseits im Gemisch 
mit Natriumpyrophosphat befunden hatte. Als Zusatz wurden Kalium- 
chlorid und Glucose gewahlt. 

Die Bestimmung des Chlors erfolgte nach der Methode von Volhard (18). 
Besondere Vorsicht erforderte der Transport der gequollenen Gelatine- 
scheiben in den Kjeldahl-Kolben wegen der leicht eintretenden Substanz- 
verluste. Nach vorhergehender Veraschung mit Salpetersiure und Zusatz 
einer abgemessenen Silbernitratmenge erfolgte jede Bestimmung als Doppel- 
bestimmung, wobei jede einzelne zweimal titriert wurde. Die Quellscheiben 
muBten nach der Herausnahme aus der Versuchslésung mit FlieBpapier 
sehr vorsichtig von anhaftenden gréBeren Tropfen befreit werden, die 
anderenfalls erhebliche Fehler bedingten. Dennoch waren die Abweichungen 
vom Mittelwert teilweise nicht unerheblich, in zwei Bestimmungen etwa 
20°, weil gelegentlich kaum wahrnehmbare Verluste methodisch nicht 
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zu vermeiden waren. Mit der Zunahme der Quelldauer und der dan 
fortschreitenden Wasseraufnahme wurde diese Fehlerméglichkeit aly 
geringer, so da iibereinstimmendere Werte erhalten wurden. Beispie! 
weise wurden an vier Quellscheiben, deren mittleres Gewicht 0.285 g + 0.0 


betrug. folgende Chlormengen nach Quellung in einer 0,17 mol. KCI-Lésuny 


gefunden: 0,98, 1,03, 1,05, 1,08 mg; die Quelldauer betrug 2 Stunde: 
Die Versuchsansatze erfolgten also derart, daB einmal zwei Quellscheib« 
in reine KCl-Lésung, zwei weitere in eine Lésung von gleichem Gehalt a 


KCI mit Zusatz von Natriumpyrophosphat gebracht wurden. Als Gefai 


wurden Petrischalen mit Uberfalldeckel genommen; nach gleichlanger Zeit 
wobei Temperatureinfliisse ausgeschaltet waren, wurde der Chlorgeha 
bestimmt. 


In der nachstehend mitgeteilten Tabelle finden sich die Resultate 


der Versuche, wobei Quellscheiben verschiedenen Gewichts und ver 
schiedene Quellzeiten zu beriicksichtigen sind. 





Chlorgehalt 


Anfangsgewicht Quellzeit ohne Pyrophosphat- mit Pyrophosphat- Zunahme 
zusatz zusatz 

g Std mg mg mg 
0,292 2.4 0,54 0,79 0,25 
0.283 3.5 0,57 0.60 0.12 
0,710 2 0,73 0,89 0,16 
0,714 2 0,78 0,91 0.13 
0,710 6 0,95 1,55 0,60 
0,714 6 1,10 1,59 0,49 


Der Gehalt an Natriumpyrophosphat war bei den betreffenden 
Versuchen stets 0,11 mol., die KCl-Konzentration 0,04 mol. Die 
Gewichtsunterschiede der Quellscheiben betrugen im einzelnen Versuch 

0,001 g fiir die kleinere, — 0,002 g fiir die gréBere Sorte. 


Zur Zuckerbestimmung wurde die Methode nach Hagedorn-Jensen (1%) 
‘angewandt; nach dem Versuch wurden die Quellscheiben in Erlenmeyer 
kélbchen auf dem Drahtnetz kurz bis zum Aufkochen erhitzt, wobei die 
Gelatine in den meisten Fallen glatt in Lésung ging, anderenfalls wurde 
das Kélbchen noch etwa 2 Minuten auf dem kochenden Wasserbad e1 
wirmt. Diese wenig Zeit beanspruchende Methode bewahrte sich besse1 
als etwa cas sonst notwendige */,stiindige Erhitzen auf dem Wasserbad. 
da der hierbei durch Glykolyse auftretende Fehler ungleich starker ist als 
in ersterem Falle. Da8 ein solcher iiberhaupt zu beriicksichtigen war, lag 
an der nicht unerheblichen Alkalitat der Pyrophosphatlésung. Die Unter 
schiede der Lésungsweise bewirkten Konzentrationsunterschiede bei de! 
darauffolgenden Bestimmung von beispielsweise 12.5° ,; die mitgeteilte: 
Werte sind somit eher zu niedrig als zu hoch. Die EnteiweiBung und weiter 
Bestimmung wurde in der iiblichen Weise gehandhabt. 


Nachfolgend einige Versuchsresultate, von denen jeweils ein vorhe: 
bestimmter Blindwert fiir den Eigengehalt an Zucker bzw. reduzierende! 
Substanzen, welche sich in den Gelatinescheiben fanden, in Abzug 


gelangte: 
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Glucosegehalt 
Anfangs- Quellzeit 


Lisung gewicht ohne Pyrophosphat- mit Pyrophosphat- 
zusatz zusatz 
g Std mg mg 
1.12 mol. Glucose 0,715 6 29 35 
a ‘ 0,704 6 39 48 
25 » ‘ 0,716 6 39 42 (*) 


* 3), Std. auf dem Wasserbad erhitzt. 


Man findet also sowohl] bei den KCl-Lésungen als auch bei den 
Glucoselésungen eine vermehrte Aufnahme des betreffenden Stoffes, 
sobald Pyrophosphat der Versuchslésung zugesetzt worden war; bei 
der Chloraufnahme ist es um so bemerkenswerter, als die Quellung 
durch Natriumpyrophosphat herabgesetzt wird und dementsprechend 
eher eine verminderte Chloraufnahme zu erwarten war. Bei der ver- 
mehrten Aufnahme der Glucose im Gemisch diirfte jedoch ein Teil 
zum mindesten durch die infolge des Zusatzes starkere Quellung erklart 
werden, obwohl auch hier die Zunahme an Glucose die Zunahme an 
freiem Lésungsmittel iibertrifft. 


Was die Deutung der hier erhobenen Befunde betrifft; so méchten 
wir auf die kiirzlich von Ettisch (8) und seinen Mitarbeitern publizierten 
Untersuchungen hinweisen, wo nach Alkalizusatz zu Eiweiblésungen 
(Casein) innerhalb gewisser Konzentrationen ein Viskositétsanstieg, 
bei Steigerung des Alkaligehaltes eine Abnahme der Viskositat fest- 
gestellt werden konnte. Nachdem schon Weber und Nachmannsohn (1) 
gezeigt hatten, daB Eiweibionisation und Hydratation voneinander 
unabhangig sind, lehnt auch Ettisch Hydratationsvorgange als Ursache 
ab, wie etwa Pauli (9) angenommen hatte. Gleichfalls unter Ablehnung 
der von Kruyt und Lier (10) gegebenen Auffassung eines elektro- 
viskosen Effektes sowie in Beriicksichtigung der Tatsache, daB 
Rothlin (11) am Casein keine FlieBelastizitat nachweisen konnte, 
kommt Ettisch vielmehr zu dem SchluB, daB es sich bei der Viskositats- 
zunahme um _ eine vermehrte Raumbeanspruchung der ‘Teilchen 
(,,Spreizung** von Hauptvalenzketten infolge teilweiser Lésung von 
Nebenvalenzen) handelt: bei gréBeren Alkalikonzentrationen kame 
es dann zu einer Spaltung in kleinere Bruchstiicke, welche somit zum 
Teil die Teilstiicke der Hauptvalenzketten vorstellen dirften. Dazu 
ist zu bemerken, daB mit der Spreizung in gewisser Weise auch eine 
Anderung der Hydratation Hand in Hand geht, wenn eben Bindungen 
gelést werden, und somit ein Teilbetrag der Viskositétszunahme auf 


den letzteren Vorgang entfallen diirfte. Immerhin lassen sich Briicken 
finden zu den Ansichten von K. H. Meyer (12) tiber micellare Adsorption 
und permutoide Reaktionen, wie Freundlich (13) die letzteren genannt 
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hat. Wenn Meyer den verschiedenen Gruppen innerhalb der Mice]|; 
spezifische Solvatationsenergien zuschreibt, so sind wir der Ansicht 
daB man in Weiterfiihrung dieses Gedankens eine gute Vorstellung 
iiber das Wesen bzw. die Ursache der verschiedenen Quellung nac'! 
Zusatz der einzelnen Elektrolyten gewinnen kann. Macht man namlic! 
die an sich sehr wahrscheinliche Annahme, da die einzelnen Ionen 
arten sich an verschiedenen Stellen der Haupt- und Nebenvalenze: 
bzw. in quantitativ verschiedener Weise betatigen kénnen, so mul 
natirlich je nach den spezifischen Solvatationsenergien der durch 
Spaltung aktiv gewordenen Gruppen ein verschiedenes Quellungs 
ergebnis resultieren. In unserem speziellen Falle glauben wir also 
annehmen zu diirfen, daB unter der Wirkung des alkalisch reagierende: 
Pyrophosphats nicht nur eine micellare Adsorption wie in den reinen 
KCl- bzw. Glucoselésungen stattfindet, sondern daB es im Sinne von 
Ettisch zu einer Spreizung der Micelle kommt, wodurch eine permutoide 
Reaktion natirlich begiinstigt wird. Mit anderen Worten, die Cl-Ionen 
und aus elektrostatischen Griinden natiirlich auch die K-Ionen 
dringen leichter zwischen die Hauptvalenzketten der Gelatinemicelle 
ein und finden dort gegeniiber den unveranderten Verhaltnissen einer- 
seits eine vergréBerte Oberfliche, was gleichbedeutend mit einer ver- 
mehrten Adsorptionsmoglichkeit ist, andererseits in vermehrter Anzabh| 
reaktionsfahige Gruppen. 

Ohne der Ansicht beizupflichten, die in dem von der Ionisation 
abhangigen Hydratationsgrad die wichtigste energetische Quelle fii 
viele Leistungen des Organismus erblicken will, sei erginzend bemerkt, 
da unseres Erachtens bei einem doch tber eine bestimmte Struktur 
verfiigenden Gel die Ionisation bzw. der IoneneinfluB, sofern sich 
solche in der wasserigen Phase befinden, auch fiir die Solvatation nicht 
‘ganz belanglos sein kann; ganz abzusehen ist dabei von der Frage, 
wieweit fiir einzelne Vorginge das Bestehen eines Donnan-Gleichgewichtes 
bzw. osmotisch wirksamer Mikrozellen anzunehmen ist. Die oben 
angefiihrten Ergebnisse von Weber und Nachmannsohn (1) griinden 
sich auf Bestimmung des nichtlésenden Raumes und auf volumetrische 
Messungen an Eiweiblésungen, und wenn man auch mit Aatz (2) auf 
das feste bzw. solvatisierte Gel die Gesetze idealer konzentrierte: 
Lésungen anwenden will, so muB gesagt werden, dab doch zwischen 
einem strukturierten Gel und einer Eiweiblésung noch groBe Unter- 
schiede bestehen. Im Sol ist gewissermaBen ein Endzustand erreicht 
wo der Hydratationsgrad — im Organismus kommt ja vor allen anderen 
Solventien hauptsachlich das Wasser in Frage — in der Tat durch 
die Solvatationsenergien der verschiedenen Gruppen, aus denen sic! 
die EiweiBmolekel zusammensetzt, innerhalb geringer, vorlaufig nicht 
meBbarer Schwankungen festgelegt sein diirfte. 
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Bei der Quellung spielt die Diffusibilitat der lonen sicherlich keine 


veringe Rolle, aus diesem Grunde lag es nahe, das Verhalten des Natrium- 
vrophosphats bei der Diffusion in Gelatinegallerte zu untersuchen. 
\usgedehnte Versuche tiber das Verhalten von verschiedenen Elektro- 
ivten hierbei stammen von O. v. Fiirth (20) und seinen Mitarbeitern. 
Nachdem die Bedeutung von Indikatoren, die der Gelatine beigemengt 
werden, und ihr EinfluB auf die Diffusionsvorginge erkannt worden 
war, woriiber auch Liesegang (21) sehr viel Wissenswertes mitteilt, 
konnten v. Fiirth, Bauer und Piesch feststellen, daB die lonen entsprechend 
ihrer Beweglichkeit in die Gallerte eindringen, nachdem sich bei friiheren 
Untersuchungen zuerst gewisse aut die Konzentration der Indikatoren 


zu beziehende Unregelmabigkeiten bemerkbar gemacht hatten. Unter 


Berucksichtigung des Einflusses der Konzentration auf den Ditfusions- 
weg konnten +. Firth und Bubanovic (20) eine Gesetzmabigkeit in 
der Abhangigkeit des Diffusionsweges finden, die zu guter UCherein- 
stimmung der gefundenen und berechneten Werte fiihrte. Als erstes 
untersuchten wir, ob sich das Pyrophosphat analog den an anderen 
Elektrolyten gefundenen Ergebnissen verhalt, fiir welche die Autoren 
die Gleichung aufgestellt hatten: 
d m0 , &. 


Darin bedeutet d den Diffusionsweg in der Gallerte, ¢ die Zeit, 
k die Konzentration des diffundierenden Elektrolyten, m und » Kon- 
stanten, die von der Beschaffenheit der Gallerte abhangen. 


Methodisch wurde folgendermaBen verfahren: CGelatine. die solange 
dialysiert worden war, bis das Waschwasser keine nachweisbare Spur Chior 
mehr enthielt, wurde im Luftstrom, spater bei etwa 90° getrocknet.  Ab- 
gewogene Mengen wurden in reinem Wasser eingeweicht. dann unter Zu- 
fiigen von warmem Wasser oder durch ein warmes Wasserbad gelést und 
mit dem gewiinschten Indikator versetzt. Trotz der alkalischen Reaktion 
war Phenolphthalein z. B. nicht zu verwenden, da ja die Diffusions- 
yveschwindigkeit der in) Natriumpyrophosphat hydrolytisch entstandenen 
NaOH eine andere ist als die des Pyrophosphat.ons. Die Gelatine wurde 
in Eudiometerréhren gegossen, die mit Millimetereinteilung versehen waren 
und eine bequeme Ablesung erméglichten. Als Indikator wurde der fliissigen 
Gelatine vor dem EingieBen eine Spur Silbernitrat zugesetzt, welches be- 
kanntlich mit Pyrophosphat zum Unterschied von der Gelbfarbung der 
0-Phosphate eine weiBe Fallung ergibt. Die Versuchsr6hren wurden vor 
Licht geschiitzt aufbewahrt und nach dem Erstarren der Gelatine mit det 
Versuchsl6sung tiberschichtet. Verfliissigung der Gelatine durch Bakterien- 
verunreinigung war leicht zu erkennen, ein entsprechender Versuch muBbte 
natiirlich verworfen werden. 

Diffusionsversuche wurden mit sechs verschiedenen Konzentra- 
tionen von Pyrophosphat gemacht, nach dem fiinften Tage traten 
UnregelmaBigkeiten auf, worauf der Versuch abgebrochen wurde 
In der nachfolgenden Tabelle findet man sowohl die beobachteten als 
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die nach der oben mitgeteilten Formel berechneten Diffusionsweg 
wobei die Konstante n sich in iiblicher Weise durch Auswertung ci 


graphischen Darstellung im logarithmischen Netz ergab. 





1. Tag 2. Tag ’. Tag 4. Tag 5. Tag 
Gehalt 
gef. ber gef ber. gef ber yvef ber gef ber 
No mm mm mm mim mm mm mm mm mm uit 
O05 6.5 8,0 95 | 113 12 14 13.5 16,0 14 1S 
1 10 10) 15 14 18 17.5 20.5 20,0 23 23 
2 13 15 18.5 18 23 22 27 25.5 30 28,5 
4 16 16 22 23 27,5 28 32 32 36 36 
6 18 18 26 26 325 32 38 37 42 41 
8 18 20 26 29 33 35 40 40 46 45 


Zur besseren Veranschaulichung diene Abb. 2, wo die einzelne: 
Wege in Abhangigkeit von der Konzentration gezeichnet wurden 
Dieselben Werte in ein logarith- 
misches Netz eingetragen, liefern —— 
die Abb. 3. 6 | 
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Man erhalt also fiir die 5 Tage fiinf verschiedene, untereinande: 
parallele Geraden, deren Neigung zur x-Achse den Wert fur die Kon 
stante » ergibt. Durch Ausmessen ergaben sich folgende Werte fiir » 
erster Tag 0.334, zweiter Tag 0.314, dritter Tag 0,334, vierter Tag 0.345 
fiinfter Tag 0.334: im Mittel also 0.333, was eine befriedigende Uberein 
stimmung darstellt. Allerdings muB betont werden, dais die Form der 
hier verwandten Gleichung eine derartige ist, dab man viele Vorgange 
anderer Art auch mit einer solchen bzw. sehr ahnlichen Formel dar 
stellen kann, und v. Firth und Bubanovic (20) weisen selbst auf di 
formale Ahnlichkeit ihrer Formel mit der bekannten  ,,Adsorptions 
isotherme™ hin. Bei passend gewahlten Intervallen ist es eben nicht 


allzu schwer. eine geradlinige Funktion, sei es nun einfacher ode: 
logarithmischer Natur zu finden. Die nachfolgende Tabelle bringt dic 
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wus der schon oben benutzten Formel errechneten Werte fur die Kon- 
tante m, aus der die Ubereinstimmungen, aber auch die Abweichungen 


och einmal deutlich hervorgehen 


Wert fiir mw tir verschiedene Konzentrationen und lave berech net 





sung 1. Tag Pag rt 4. Tag lag 
itt 1 ! 
0.5 8,2 8.5 S.7 8.5 7 
| 10.0 10. 10.4 10.58 LOS 
2 10.3 10.4 105 10.7 10.6 
4 10.1 9,8 10,0 10.4 10.1 
6 9.9 10.1 10.5 10.5 10.4 
Ss G4) Gi) Gh) A 10.8 


\ls Mittel ergibt sich aus obigen Werten 10.1, so dab die definitive 
Form der Gleichung lauten wiirde 


d 10.1 .f° 


Als Besonderheit im vorliegenden Falle ist noch zu jbemerken, dab 
der Niederschlag, der durch das Zusammentreffen des Pyrophosphats 
mit Silbernitrat entstand., unerwarteterweise nicht weib, sondern leicht 
rotlich gefarbt war. Offenbar spielt hierbei die Dispersitat der aus- 
gefallenen Verbindung eine Rolle, die man wohl in Uhertragung 
der Beobachtungen, die man an manchen kolloiden Losungen machen 
kann, als eine sehr feine Verteilung des Silberpyrophosphats ansehen 
darf. Andererseits ware auch an die Méglichkeit zu denken, dal sich 
neben Silberpyrophosphat auch etwas Silberoxyd  bildet, welches 
bekanntlich eine braunschwarze Farbe hat, auch kénnte durch die 
Luftkohlensaure etwas Carbonat in der Lésung gebildet worden sein, 
dessen Verbindung mit Silber hellgelb ist. Beide der genannten ge- 
farbten Niederschlage kénnten zu einer Cherlagerung des. rein weiben 
Niederschlags von Silberpyrophosphat fihren und die beobachtete 
Mischfarbe erzeugen. Ebenfalls wiirde eine andere Beobachtung dadurch 
erklart werden kénnen, namlich die, da im Verlauf des Diffusions- 
weges dichtere und weniger dichte Zonen auftraten, die vielleicht mit 
der verschiedenen Wanderungsgeschwindigkeit dieser Beimengungen zu 
erklaren waren. Die Tatsache, dafgs man in wasseriger Losung beim 
Pyrophosphat auf Silbernitratzusatz keine Mischfarbe, sondern reines 
WeiB erhalt, mahnt aber auch hierbei zur Zuriickhaltung, um so mehr, 
als wir mit o-Phosphat, welches tiber silbernitrathaltige Gelatine ge- 
schichtet worden war, die bekannten rhythmischen Niederschlagszonen 
nachweisen konnten, wie sie Liesegang zuerst gefunden hat. Wenn auch 
im entsprechenden Versuch mit Pyrophosphat keine derartigen  Bil- 


dungen auftraten. so darf die unterschiedliche Dichtigkeit, die man 
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dabei beobachten konnte, vielleicht auch mit der verschieden schnelle 
Wanderungsgeschwindigkeit der reagierenden lonen gedeutet werden 
nur wurde es sich einmal bei den dichteren Zonen um stark tibe: 
sattigte, im anderen Falle um schwach iibersattigte Losungen handel: 
in denen die Reaktionsprodukte ausfallen. 

Auf eine Berechnung des von Firth und Bubanovic (20) sogenannte: 
Invasionsfaktors, der das Verhaltnis des Diffusionsweges des unte: 
suchten Salzes zu dem Diffusionsweg einer gleichkonzentrierten Na(| 
Losung darstellt, wurde verzichtet, denn wenn auch dieser Faktor ein 
ungefahres Ma® fiir die Wurzel des Diffusionskoeffizienten ist, so gibt 
es doch ungleich genauere MeBmethoden, als daB dieser Versuch lohnend 
gewesen ware. Statt dessen wurde untersucht, wieweit das EKindringungs 
vermogen eines Farbstoffes in Gelatinegallerte durch Pyrophosphat 
zusatz beeinfluBt werden kann. Bechhold und Ziegler (22) hatten ge 
funden, das die Diffusionsgeschwindigkeit von Farbstoffen durch 
aufquellende Stoffe vergréBert wird, wihrend umgekehrt entquellende 
die Ausbreitung hemmen. Als Farbstoff wurde Methylenblau gewahlt 
und in zwei verschiedenen Konzentrationen benutzt. Jedesmal diffun- 
dierte der Farbstoff mit Zusatz von Natriumpyrophosphat schneller 
als in reiner Losung. Wenn man die Alkalitat der Pyrophosphatlésung 
zur Erklarung heranzieht, so ist dem entgegenzuhalten, daB in oben 
bereits mitgeteilten Versuchen eine quellungshemmende Wirkung des 
Pyrophosphats festgestellt werden konnte, womit sich also ein gewisse1 
Widerspruch zu dem erwarteten Verhalten ergibt. Die Ablesungs- 
werte unserer Versuche mitzuteilen, diirfte sich eriibrigen, da die 
Methode bei der Ungenauigkeit der Grenzen des gefarbten zum farb- 
losen Teil allzusehr von subjektiven MaBstaben abhangig ist und somit 
nur qualitativen Wert beanspruchen kann. Auch bei Versuchen mit 
Pikrinsdiure konnte nur allgemein die Feststellung gemacht werden 
daB der Pyrophosphatzusatz das Eindringen begiinstigt., quantitative 
Angaben lieBen sich wiederum nicht erméglichen. Jedoch ist im letzteren 
Falle die Moéglichkeit nicht auszuschlieben, daB eine Léslichkeits 
beeinflussung das gréBere Diffusionsvermégen bewirkt, indem in der 
alkalischen Pyrophosphatlésung zum Teil sicherlich das leichter als 
die freie Saéure lésliche Natriumpikrat entsteht. Eine Triibung, die in 
dem Versuch mit reiner Pikrinsdure auftrat, diirfte wohl auf das Aus 
fallen von Pikrinséure zuriickzufiihren sein, wobei eine Oberflachen 
wirkung derart mitspielen mag, daB an den EiweiBmicellen eine Adsorp 
tion und Léslichkeitserniedrigung stattgefunden hat. 


Da die Méglichkeit zu beachten war, da das Natriumpyrophosphat 
tiefergehende Strukturveranderungen an der Gelatine hervorrufe: 
kénnte, und oben bereits von der Bedeutung mehr oder weniger stark 
alkalischer Lésungen fiir solche Prozesse die Rede war, untersuchte! 
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vir, ob sich das refraktometrische Verhalten beim Gelatinierungs 

rgang bei Gegenwart von Natriumpyrophosphat andert.  Zuvor 
var an einer reinen, aus dialysierter Gelatine hergestellten Lésung 
estgestellt worden, daB sich der Brechungsindex wahrend einer Beob- 
ichtungszeit von 8 Stunden nicht andert. Auch dieser Befund stellt 
nsoweit etwas Unerwartetes dar, als man eigentlich in Beriicksichtigung 
der Wasserverdunstung eher eine Zunahme des Brechungsindexes 
erwartet hatte. Bei dem Versuch mit Zusatz von Pyrophosphat wurde 
ebenfalls keine Anderung des Brechungsindex festgestellt, obwohl 
hier die Beobachtung auf 31 Stunden ausgedehnt wurde. Es zeigte 
sich also, daB der Vorgang der Erstarrung der Gelatinelésung von 
keiner Anderung der Refraktion begleitet war, was um so bemerkens- 
werter ist, als gewisse UnregelmafBigkeiten der Refraktion, z. B. das 
\bweichen von der einfachen Proportionalitét zwischen Konzentration 
und Brechungsindex, als Zeichen von Assoziationsbildung gedeutet 
worden sind; an Aminoséuren hat das Frankel (23) erst neuerdings 
yezeigt. Bevor jedoch aus den mitgeteilten Befunden Schliisse gezogen 


| 


werden, diirften weitere Untersuchungen am Platze sein, nur soviel 


scheint sicher zu sein, daB die Gelatine durch die Einwirkung von 


Natriumpyrophosphat — die Konzentration war 0,05 mol. keine 
wesentlichen auf diese Weise zu erkennenden Strukturveranderungen 
erleidet. Das Bestreben, mittels des Interferometers eine  feinere 


Messung zu ermdéglichen, scheiterte an dem Umstand, dab bei der 
benutzten kleinsten Kammer der GelatinierungsprozeB zu rasch auftrat 
und die gréBeren Kammern in Anbetracht der hohen vorhandenen 
Refraktion nicht mehr zu gebrauchen waren. 


Zusammenfassung. 

Natriumpyrophosphat erwies sich trotz alkalischer Reaktion 
seiner wasserigen Losung als hemmend bei der Quellung von Gelatine 

Im Gemisch mit anderen Stoffen (KCl bzw. Glucose) ergab sich 
eine mittlere Wirkung auf den Quellungsvorgang, wobei das Pyro- 
phosphat im Falle des Zuckers die Quellung relativ begiinstigte. 

Bei Zusatz von Natriumpyrophosphat wurde trotz seiner quellungs- 
hemmenden Wirkung von Quellscheiben mehr Chlor aufgenommen als 
in einer Kontrolle mit reiner KCl-Lésung. Die Zuckeraufnahme tiberwog 
die durch Quellférderung bewirkte Mehraufnahme an Wasser. 


Diese Erscheinungen wurden als permutoide Reaktionen gedeutet 


indem teilweise wohl als Folge der alkalischen Reaktion eine 
Veranderung der Gelatinemicellen derart stattfindet, dal die Ver- 
groBerung ihrer adsorbierenden bzw. reaktionsfahigen Oberflache zu 
vermehrter Bindung bzw. Aufnahme geléster Stoffe fiihrt 
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Das Diffusionsvermégen des Pyrophosphats wurde gemesse 
indem Lésungen verschiedener Konzentration tiber silbernitratgetrankt 
Gallerte geschichtet wurden; die gemessenen Diffusionswege erlaubt: 
die Anwendung der von Fiirth und Bubanovic aufgestellten Gleichun, 

Wahrend es bei gleichen Bedingungen beim o-Phosphat zur Aus 
bildung der erstmalig durch Liesegang beschriebenen rhythmische: 
Fallungen kam, wurden beim Pyrophosphat nur Zonen von unte: 
schiedlicher Dichtigkeit des Niederschlags beobachtet; die Farbe des 
letzteren war dabei im Gegensatz zum Verhalten in homogener Lésuny 
leicht rétlich. 

Trotz seiner entquellenden Wirkung beschleunigte Natriumpyr 
phosphat die Diffusionsgeschwindigkeit von Methylenblau in Gelatine 
gallerte, ein analoges Verhalten wurde an Pikrinsdurelésung beobachtet 
wobei allerdings die Léslichkeitsbeeinflussung betont wurde, die mit 
der Bildung von Natriumpikrat eintritt. 

(Der Brechungsindex einer Gelatinelésung erfuhr wahrend des 
Gelatinierungsprozesses keine Anderung. Auch bei Zusatz von Natrium. 
pyrophosphat konnte bei 3lstiindiger Beobachtungsdauer keine Zu- 
oder Abnahme der Refraktion gefunden werden.) 
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ph 
Vo 
die 
ve 
un 
ge} 
wit 
de! 


im 


exi 
teil 








lun 


Se! 
nkt 
bte 
une 
Aus 
che) 
ite! 
des 


sung 


yr 
‘ine- 
itet 


mit 


des 
um- 


Zu- 


202, 
3 
lich, 


loid 
, 88, 
yer, 
ach 
em.., 
iach 
und 
age 
hou 
ru 
eits 
gler, 
len 


oid 





Uber 
hydrolysierbare Phosphorverbindungen im Speichel und Harn. 


Von 
Fr. Axmacher. 
(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt Basel.) 
(Eingegangen am 20. Mdrz 1932.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei den Fermenten des tierischen Organismus beobachtet man im 
allgemeinen kaum je eine vereinzelt dastehende Wirkung, vielmehr 
besteht in der Mehrzahl eine Korrelation oder gegenseitige Einstellung 
derart, daB das einzelne Ferment also nur einen TeilprozeB in der 
ganzen Folge der Stoffwechselvorginge sowohl dissimilatorischer als 
auch assimilatorischer katalytisch beeinfluBt. Ein besonders 
interessanter Fall einer in diesem Sinne fast komplex zu nennenden 
Wirkungsweise ist das gemeinsame Vorkommen von Dehydrase und 
Katalase (Wieland), indem sich an Stellen, wo die letztere reichlich 
auftritt, auch die erstere in vermehrter Menge findet und sich schon 
dadurch die Bedeutung ihrer gegenseitigen Beziehung kundgibt. 
Wahrend nun im Speichel das Vorkommen proteolytischer Fermente 
zum mindesten umstritten ist [s. auch Koelker (16)], geht auch aus einem 
unten mitzuteilenden Versuch deutlich hervor, daB im Speichel eine 
Phosphatase vorhanden ist. In Beriicksichtigung des oben angefiihrten 
Prinzips ist es vielleicht nicht unerlaubt, anzunehmen, daB die Speichel- 
phosphatase in gewissen Beziehungen zu den iibrigen im Speichel 
vorkommenden Fermenten stehen kénnte. Hier ist in erster Linie an 
die von Scheer (17) gefundene Lipase zu denken, zumal ja Phosphatide 
verschiedenster Herkunft stets mit der Nahrung aufgenommen werden 
und die Esterasewirkung der Lipase moéglicherweise von einer vorher- 
gehenden Phosphatabspaltung nicht unbeeinfluBt bleibt. Hieriiber 
wie uber andere Eigenschaften der Speichelphosphatase hoffe ich 
demnachst berichten zu kénnen. 

Obwohl tiber das Vorkommen organisch gebundenen Phosphors 
im Harn schon eine alte Angabe von Ronalds aus dem Jahre 1846 
existiert und es auch spaterhin nicht an verschiedenen, teils bejahenden, 


teils verneinenden Angaben hieriiber fehlt, scheinen phosphorhaltige 
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organische Verbindungen im Speichel bisher nicht bekanntgeword: 
zu sein. 

Ist auch der Speichelsekretion im allgemeinen keine besonde: 
Rolle als Ausscheidungsméglichkeit fiir den Gesamtorganismus be 
zumessen, so durfte es bei der groBen Bedeutung, welche der Phospho: 
im intermediadren Stoffwechsel, namentlich der Kohlenhydrate, ei: 
nimmt, nicht unangebracht erscheinen, auch dieser besonderen Forn 
seiner Ausscheidung Beachtung zu schenken, zumal die Bedingunge: 
wann und wie es zum Auftreten organisch gebundenen Phosphors 
kommt, noch kaum geniigend geklart sind. Wenn auch festzustehe 
scheint, daB die Verwertung der Kohlenhydrate unter gewissen Be 
dingungen an Phosphorylierungsprozesse gekettet ist, wenn bei diese: 
Prozessen auch die Bedeutung von esterspaltenden Fermenten, de: 
Phosphatasen, erkannt wurde, so bedeutet die Auffindung der Pyro 


phosphorséure durch Lohmann (1) eine weitere Komplizierung un: 
Mannigfaltigkeit. Nur soviel sei noch bemerkt, daB auch die Speichel 
driisen nach Rosenfeldt (2) und Urecchia nebst Mitarbeitern (3) in ge 
wissen Beziehungen zum Kohlenhydratstoffwechsel stehen miissen 
Letzterer fand z. B. eine deutlich blutzuckersenkende Wirkung nach: 
Injektion eines allerdings nicht naher beschriebenen Speicheldrisen- 
extraktes. 

Im allgemeinen handelt es sich bei den hier in Frage stehenden 
Verbindungen um relativ schwer hydrolysierbare Ester, deren reaktions- 
kinetisches Verhalten erst die Moéglichkeit geboten hatte, eine be- 
sondere Fraktion, eben die des Pyrophosphats, abzutrennen (1). Die 
hier mitgeteilten Untersuchungen richteten sich also darauf, ob im 
Speichel bzw. Harn auch mehrere solcher Fraktionen nachzuweisen 
seien, dabei wurde nur von leicht und schwer hydrolysierbaren Ver- 
bindungen gesprochen, so daB man, auch wenn einstweilen eine genauere 
Definition der betreffenden Kérper noch nicht méglich ist, auf das 
Vorhandensein mindestens zwei verschiedener Fraktionen schlieBen kann 

Die Methodik gestaltete sich folgendermaBen: Im Filtrat des mit 
6° ig. Trichloressigsiure enteiweiBten Speichels bzw. in einer geeigneten 
Harnverdiinnung wurde das Phosphat in Anlehnung an Lohmann und 
Jendrassik (4) bestimmt. Eine weitere Probe wurde im offenen Reagenz 
réhrchen nach Zusatz der zur Hydrolyse verwandten n Schwefelsaur 
etwa 7 bis 10 Minuten auf dem kochenden Wasserbad erhitzt, darauf die 
Phosphatbestimmung angeschlossen. SchlieBlich wurde eine dritte Prob: 


in kleinen Reagenzglaschen zugeschmolzen und fiir langere Zeit meist 
etwa 2 Stunden in ein kochendes Wasserbad versenkt, worauf wiede! 


der Phosphatgehalt bestimmt wurde. Hierbei gelangte das Zeisssche Stufen 
photometer in Anwendung unter ausschlieBlicher Benutzung des Filters 5 72 
Statt HCl wurde, wie schon bemerkt. Schwefelsiure benutzt, weil wi 
damit eine raschere und konstante Blaufarbung zu erzielen vermochten 
Simtliche Bestimmungen wurden als Doppelbestimmung durehgefiihrt, 





lie 
he 
in 








der 
he 


sen 
1achi 


Seli- 


iden 
ons- 
be- 
Die 
im 
sen 
Ver- 
were 
das 
ann 


mit 
eten 
und 
enz 
aure 
die 
robe 
1e 1ST 
ede! 
ifen 
hve 
wil 
ten 
ihrt, 





Hydrolysierbare Phosphorverbindungen im Speichel und Harn. 233 


das Untersuchungsmaterial gelangte mit Ausnahme vereinzelter Falle 
mmer in frischem Zustande zur Verarbeitung. 

Obwohl diesbeziigliche Angaben in der Literatur nicht auffindbar 
waren, belehrten die daraufhin angestellten Versuche in der Tat von 
dem Vorhandensein organischer bzw. hydrolysierbarer Phosphor- 
verbindungen im Speichel. Die Phosphorsiurewerte im Speichel 
zeichnen sich, wie zu erwarten, gegentiber den im Harn gefundenen 
durch eine gr6Bere relative Konstanz aus bei allerdings ebenfalls groBen 
individuellen Schwankungen. Bemerkenswerterweise sind auch die 
einzelnen Fraktionen, die durch verschieden lange Hydrolyse ge- 
wonnen wurden, viel tibereinstimmender, so daB sich also der Speichel 
in seinem Verhalten eher der Milch nahert, die ja bekanntlich auch 
durch eine relativ groBe Konstanz ihrer einzelnen Bestandteile ge- 
kennzeichnet ist. Nachfolgend seien die Werte. die bei kurzer Hydrolyse 
erhalten wurden, mitgeteilt : 


Tabelle J. 





Nr. P.O, vor Hydrolyse Hydrolysedauer P, OU; nach Hydrolyse Zunahme 
mg-°/9 Min mg-° mg-° 
] 93,9 7 98,0 4,1 
2 115,8 7 122,8 7,0 
3 102,6 7 106.3 3,7 
4 100.8 S 103.0 2,2 
5 i 104,58 8 107,6 2,8 
6 96,7 8.5 102,6 5,9 
7 90,6 7 90.6 
Ss 60.4 9 63.6 3,2 
9 120.4 7 120.4 
10 54.5 7 54.8 03 


In den meisten Versuchen wurde Speichel ein und derselben 
Person untersucht. Trotz der verschiedenen Tageszeiten, zu denen 
der Speichel gesammelt wurde. waren die Werte unter. sich meist 
konstanter. als wenn der Speichel von anderen Personen stammte. 
Erganzend sei bemerkt, daB irgendwelche speicheltreibende Pharmaka 
zur Gewinnung des Speichels nicht benutzt worden sind. Im Durch- 
schnitt betragt also die Zunahme an Phosphorsaéure bei kurz dauernder 
Hydrolyse 2.9 mg-°,, allerdings mit erheblichen Schwankungen nach 
oben und unten. Wenn nun die Hydrolyse an_ verschiedenen 
Speichelproben in der oben beschriebenen Weise linger ausgedehnt 
wurde, so erhielten wir in allen Fallen eine weitere Zunahme der 
Phosphormenge, dabei ist hervorzuheben, daB auch der Speichel, der 
bei kurzer Hydrolyse keine Phosphorzunahme zeigte, einen betracht- 
lichen Zuwachs aufwies, wie aus den nachfolgend mitgeteilten Werten 
hervorgeht (die mit * bezeichnete Probe befand sich bei etwa 90° 


im Trockenschrank). 
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Tabelle II. 





0, ac . Z F > vege 
I » nach Gesamtzunahme Zunahme gegen 


Nr. Hydrolysedauer Hydrolyse erste Hydrolyse 
Stunden mg-9/ > mg-9 » mg-9), 
3 21 115.9 13,3 9,6 
+ 1,5 111,8 11,0 8.8 
5 14* 117,7 12,9 10,1 
7 1,8 101.6 11,0 11,0 
8 2,1 71,0 10,6 7.4 
10 2 63.7 9,2 8,9 


Im Durchschnitt findet man also etwa 9,3 mg-°,, mehr Phosphat 
als nach kurzer Hydrolysedauer; dabei ergibt sich, daB insgesamt ein 
nicht unbetrachtlicher Teil der Phosphorsaiure des Speichels in organisch 
gebundener bzw. hydrolysierbarer Form vorliegt, und zwar im Mitte] 
ein Siebentel bis ein Achtel des Ausgangswertes. Hervorzuheben ist 
weiterhin die Tatsache, daB die Werte des Zuwachses bei langere: 
Hydrolyse untereinander ahnlicher sind als bei kurzer Hydrolyse. 

Trotz einiger widersprechender Befunde stimmen die meisten 
Untersucher darin tiberein, daB regelmaBig ein Teil des Gesamtphosphats 
im Harn in organischer Bindung ausgeschieden wird. Nach Oertel (5) 
erwies sich Muskelarbeit ohne EinfluB auf den gebundenen Phosphor, 
ebensowenig wurde bei Hunger [Keller (6)| oder verschiedener Kost 
[Mandel und Oéertel (7)| eine Mehr- bzw. Minderausfuhr beobachtet 
Jedoch will Kondo (8) eine geringe auBerhalb der Fehlergrenze liegende 
Zunahme des organischen Phosphors im Harn nach Verfiitterung von 
Phosphatiden beobachtet haben.  Sotnischewsky (9) gibt das Vor- 
kommen von Glycerinphosphorsaure an. 

In der gleichen Weise wie beim Speichel wurden nun verschiedene 
Harne untersucht, wobei von 17 verschiedenen Proben in vier Fallen 
keine Zunahme bei kurzer Hydrolyse eintrat, drei weitere dem Aus- 
gangswert so nahe lagen, daB man kaum von einer besonderen Phosphor- 
fraktion zu sprechen berechtigt war. Im einzelnen mag die Tabelle III 
die Ergebnisse iibersichtlich zusammenfassen. 

Im Durchschnitt erhalt man also bei kurzer Hydrolyse eine 
Zunahme des Phosphatwertes zu etwa 9,1 mg-°, des Ausgangs- 
wertes, ein Wert, der entsprechend der gréBeren Gesamtphosphor- 
ausscheidung im Harn natiirlich auch gréGer als der analoge beim 
Speichel ist. Wie auch die Ausgangswerte, so schwanken die nach 
Hydrolyse erhaltenen auBerordentlich, wie es ja beim Harn, der das 
Spiegelbild der wechselnden intermediaren Stoffwechselvorgange dar- 
stellt, kaum zu verwundern ist. Der héchste, dabei mit relativ kurze1 
Hydrolysedauer erhaltene Wert stammt von einem Patienten mit 
Ischias, waihrend im Harn eines Falles von Leberzirrhose nichts Be- 


sonderes bemerkt wurde. 
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Tabelle I11. 





BrIDoe’ wre 


y 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 


17 


Beim Harn lieB sich nicht regelmaBig be 
ein Zuwachs an Phosphorséure feststellen, 


haltenen 


sich aus der folgenden Zusammenstellung erkennen 1aBt. 


P20; vor Hydrolyse 


mg-9 9 


435.0 
564.0 
346.0 
282.0 
190.0 
380,2 
265.6 
462.0 
3RY9,4 
186,0 
384,0 
340.8 
408.0 
173,2 
148,4 
389,4 


562.0 


Werte sind 


auch 


Hydrolysedauer 


Min. 


_— 


DMO nIs1 11) & tC 


PNPNOnIsI 


hier 


mg- 


462.0 
5&8.0 
357.0 
286.2 
194,0 
380,2 
265.6 
474,0 
398.2 
196.5 
385.0 
373,5 
409.0 
173.2 
148.4 
396.0 
574.0 


P2 Os nach Hy droly se 


Zunahme 


mg-‘ 


27,0 
24.0 
11,0 
4,2 
4.0 


12,0 
8.8 
10.5 
1.0 
32.7 
1.0 


6.6 
12,0 


i langerer Hydrolysedauer 
die im positiven Fall er- 


wiederum sehr unters¢chiedlich, wie 


Tabelle IV. 





Nr. 


4 
10 
12 

9 
14 
15 
17 


Im 


Wert der ersten Hydrolyse auf 16,7 mg-°,. 


Hydrolysedauer 


Stunden 


— 


: = 


mm IO DO = 10 DO 
— i OO 


- 
oe) 


Durchschnitt 


P2 05 


nach Hydrolyse 


gr~( 
mg 


286,2 
204.3 
373,5 
412.5 
191.8 
173.2 
622.0 


errechnet 


Gesamtzunahme 


mg-° 


4,2 
18,3 
32,7 
27,1 
18,6 
24.8 
60,0 


Zunahme gegen 
erste Hydrolyse 
mg 


7,2 


18,3 
18,6 
24.8 
48,0 


sich die Zunahme gegeniiber dem 


wobei allerdings zu_be- 


merken ist, daB in zwei von sechs Versuchen tiberhaupt keine Zunahme 


zu verzeichnen war. Oertel fand curchschnittlich pro Tag 50 mg orga- 


nische Phosphorsaure, bei einem Gesamtphosphatgehalt von allerdings 


nur 2,0 g. 


Da wir aus auBeren Griinden nur gelegentlich die einzelnen 


Harnportionen sammeln konnten, kann nur mit Vorbehalt auf erheblich 


groBere Gesamtwerte bei den hier mitgeteilten Fallen geschlossen werden. 


Die Zunahme an hydrolysierbarer Phosphorsdure betrigt bei kurz- 


dauernder Hydrolyse maximal 9,4°, des Ausgangswertes, bei der 


langerdauernden Hydrolyse 8,5° 


des Ausgangswertes. 
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fs . . . 

Uberblickt man die obigen Resultate. so kann man wohl mit 
einigem Recht auf das Vorhandensein von mindestens zwei ver 
schiedenen P-Fraktionen im Speichel sowohl als auch im Harn schlieBer 


wobei sie durch ihre verschiedene Hydrolysierungsgeschwindigkeit 


gentugend gekennzeichnet sein diirften. Lage namlich nur eine einzige 


einheitliche Phosphorverbindung vor, so miuBte man entsprechend de: 
Hydrolysedauer und dem P-Zuwachs nach der ersten kurzen Hydrolys« 
erheblich héhere Werte als die gefundenen erwarten, selbst wenn, wir 
in jedem Falle, proportional mit der Abnahme des Ausgangsproduktes 
einer Reaktion — in diesem Falle der hydrolytischen Spaltung 

die Reaktionsgeschwindigkeit ebenfalls abnimmt. Das beste Argument 
fir die hier vertretene Ansicht dirfte jedoch die Tatsache sein, dab 
in einigen in den obigen Tabellen ersichtlichen Fallen nach kurze: 
Hydrolyse keine weitere Zunahme erfolgte, wie auch umgekehrt der 
Fall angetroffen wurde, daB nur die zweite Hydrolyse einen P-Zuwachs 
ergab, demnach nur schwer hydrolysierbare Ester vorliegen konnten 

Wurde es im bisherigen absichtlich vermieden, irgendwelche An- 
nahmen in der Benennung der hydrolysierbaren Phosphorverbindunger 
auszudriicken, so verdient eine Beobachtung Erwahnung, die in drei 
Fallen an Harnproben gemacht werden konnten. Trotz der ublichen 
Versuchsbedingungen wurde wahrend der kurzen Zeit der Photometet 
ablesung ein Nachdunkeln der Versuchsl6sung bis zu einem bestimmter 
Endwert beobachtet. Da schon Eggleton und Eggleton, sowie Fiske und 
Subbarow (10) nachgewiesen haben, daB mit den iiblichen Methoden 
die Kreatinphosphorsaure (Phosphagen) immer schon mit dem an- 
organischen Phosphat zusammen bestimmt wird, ist in den erwahnter 
Fallen an die Méglichkeit zu denken, daB eine das tibliche MaB tber- 
schreitende Phosphagenmenge ausgeschieden wurde, eine Vermutung 
die aus Materialmangel nicht erhartet werden konnte. Die Nach- 
dunkelung ware gegebenenfalls durch die auBerordentlich leichte Hydro 
lysierbarkeit dieses Koérpers zu erklaren. 

Das Pyrophosphat scheidet jedenfalls fiir diesen Fall aus, da wi 
ein entsprechendes Verhalten auch nicht an reiner Pyrophosphat- 
lésung beobachten konnten. Eine andere Frage ist es jedoch, ob Pyro- 
phosphat tiberhaupt im Harn ausgeschieden werden kann. Der Versuch, 
im Harn Pyrophosphat direkt nachzuweisen, miBlang. Die Eigenschaft 
des pyrophosphorsauren Bariums, sich in Essigsaure im Gegensatz zu 
o-Phosphaten nicht zu lésen, schien zuerst dazu geeignet, doch gelang 
es uns nicht, den Bariumniederschlag, der nach Zusatz von Essigsaure 
zum Harn entstand, trotz mehrfachen Waschens auch nur einigermaBen 
von Phosphatverunreinigungen zu befreien, und andererseits hatten 
wir schon friiher beobachtet, daB sich Barium-o-Phosphat, wenn es 
einmal gefallt ist, unter Umstanden nicht mehr in Essigsdure, sondern 
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tur in Mineralsauren lésen 14Bt. Da von vornherein nur wenig Pyro- 
phosphat, wenn tberhaupt, zu erwarten war, wurden die Versuche 
vufgegeben. Die Phosphorsdurezunahme nach kurzer Hydrolyse legt 
indererseits diese Vermutung zum mindesten nahe, wenn auch Loh- 
nann (13) nach peroraler Zufuhr im Harn keine Ausscheidung von 
Pyrophosphat nachweisen konnte. Da wir ebenfalls nach peroraler 
Zufuhr keine Mehrausscheidung leicht hydrolvsierbaren Phosphors im 
Harn feststellen konnten, blieben zwei Moéglichkeiten: 1. Das Pyro- 
phosphat wird bei der Darmresorption gespalten, dann ware bei intra- 
venéser Zufuhr wenigstens eine Zunahme der leicht hydrolvsierbaren 
P-Fraktion im Harn zu erwarten; 2. die Organe, speziell die Niere, fiir 
die verschiedene Autoren [Gydrgi, Kay u.a.(11)| ein pyrophosphat- 
spaltendes Ferment, die Pyrophosphatase, nachgewiesen haben, ver- 
brauchen oder spalten das zugefiihrte Pyrophosphat, dann ware auch 
hei intravenéser Infusion keine Mehrausscheidung leicht hydrolysier- 
baren Phosphors im Harn zu erwarten. 

Der Versuch mit peroraler Pyrophosphatverabreichung wurde an 
einer Versuchsperson durchgefiihrt, die in einmaliger Gabe 2.5 ¢ Natrium 
pyrophosphat in wasseriger Lésung erhielt; die 24-Stundenmenge des 
Urins wurde gesammelt, die Untersuchung auf etwaige Zunahme des leicht 
hvdrolvsierbaren Phosphors zeitigte oben mitgeteiltes negative Ergebnis. 
es muB allerdings erginzt werden, daB die stark alkalische Lésung mit 
n/10 HCl abgestumpft worden war. Im gleichen Sinne sprach ein Versuch. 
in dem abends dieselbe Menge Pyrophosphat, per os genommen, keine 
Steigerung im Morgenharn bewirkte. Auch die Zufuhr alkalischer und 
saurer Valenzen zeigte sich nebenbei ohne Einflu® auf die Ausscheidung 
leicht hydrolysierbaren Phosphors, wie zwei Versuche lehrten, in welchen 
einmal 10 ¢ Bicarbonat in Leitungswasser gelOést, das andere Mal 0.5 ¢ HCl 
(spez. Gew. 1,126) ebenfalls in Wasser gelést mit Rohrzucker gegeben 
wurden. 

Fiir die Entscheidung der Frage, ob das Pyrophosphat bei der 
Darmresorption oder intermediir gespalten wird, mubte der Tier 
versuch! herangezogen werden, da die intravenése Zufuhr von Pyro- 
phosphat nach alteren Untersuchungen von Starkenstein (12) nicht 
ungefahrlich ist, eine Tatsache, die der genannte Autor der calcium- 
fallenden Wirkung des Pyrophosphats zuschreibt. Da das Verhalten 
der Niere gegeniiber dem Pyrophosphat besonders interessierte, wurde 
die Wirkung auf das Nierenvolumen plethysmographisch, die Wirkung 
auf die Harnausscheidungsgeschwindigkeit durch Tropfenzaihlung des 
aus einer Ureterenkaniile abflieBenden Urins gemessen. Das Versuchs- 
tier, ein Kaninchen, erhielt eine Urethannarkose, gleichzeitig wurde 
das Atemvolumen und wie tiblich der Blutdruck registriert. 


' Herrn Priv.-Doz. Dr. Roth/in sei auch an dieser Stelle fiir seine liebens 
wurdige Unterstiitzung hierbei herzlich gedankt. 
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Nachdem durch eine einmalige Gabe von Adrenalin 1: l0Q000, 
zwar teem, die regelmaBige Funktion der untersuchten Organe kontrollis 
worden war. wurde dem Tier zuerst | cem einer S0fachen Verdiinnu 


der 5° igen Natriumpyrophosphatl6sung (lig) injiziert. welehes ol 





Abb. 1 leem Adrenalin 1: 100000, Abb. 2. Leem 5°/yig. Na, P2 O;-Lésung 





Abb. 3. Leent 5 %/oig. Nay P, O;-Lésung 
l Nierenvolumen; 2 == Blutdruck; 3 = Tropfenzahl des Urins; 4 = Signa 
>= Atemvolumen (760 c¢em); 6 Zeit (3 Sek.) 


Wirkung blieb. Ebenso eine zehntach gréBere Menge (Abb.2). Dagever 


folgte auf Injektion der unverdiinnten Lésung, die wie erganzend bemerkt 
werden soll, zur Verhiitung von Atemlahmung lackmusneutral gemacht 
worden war, starke Blutdrucksenkung. die nach kiinstlicher Atmunyg 
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vorubergehend gebessert wurde. aber schlieBlich doch zum Tode tiihrte 


Fir die hier behandelte Frage von gré6Berem Interesse war jedoch die 


latsache. daB in einer Probe aufgefangenen Urins eine tiber das friihet 
vefundene Ma’ herausgehende Zunahme des leicht hydrolysierbaren 
Phosphors festzustellen war. Kine Umrechnung der gefundenen Werte 
iuf die injizierte Menge unterblieb, da nur etwa 0.8 cem Urin gewonnen 
werden konnte. Nachfolgend die Resultate: 
P,O,-Menge in Milligrammprozenten 
Blasenharn . . . . . . 393.8 vor, 393.8 nach Hydrolyse 
Ureterharn ..... . 358,0 ,, 386,0 


Zu ergainzen ist, daB der Blasenharn vor Injektion des Pyrophosphats 
lurch Punktion entleert worden war. Es wurde noch ein weiterer Versuch 
ausgefiihrt, wobei dem Versuchstier eine gréBere Menge Pyrophosphat 
losung intravends unter allen VorsichtsmaBregeln infundiert wurde. Die 
Losung wurde aus l00cem m 10) Natriumpyrophosphatlosung, deren 
Alkalitaét mit 6¢em I mol. HCl abgestumpft wurde, durch Verdiinnung 
mit 0,9°, ig. Kochsalzlésung im Verhaltnis |: 10 hergestellt. die Infusions- 
geschwindigkeit wurde auf |cem pro Minute reguliert. Vor der Infusion 
erfolgete Blutentnahme., nach den ersten 50cem die zweite: die Cresamt 
infusionsmenge betrug 99,0 com mit einem Gehalt von 400 mg Pyrophosphat. 
Die Urinentnahme ertolgte jeweils durch Blasenpunktion nach vorheriget 
volliger Entleerung. Nach Infusion der ersten 50 cem wurden 12 com Urin 
gewonnen mit einem Gehalt von 15,8 mg Pyrophosphat. nach dem Tod 
des Versuchstieres wurden nochmals 10 cem Urin gewonnen mit einem 
Gehalt von 13,0 mg Pyrophosphat. Insgesamt wurden demnach im Urin 
7.2°,, des zugeftihrten Pyrophosphats wiedergefunden, eine wie man sieht, 
nicht sehr erhebliche Menge. Die Tatsache, daB in der ersten Versuchs 
periode 7,9°,, der zugeftihrten 200 mg Pyrophosphat ausgeschieden wurden, 
scheint dafiir zu sprechen, daB neben einem Teil. der durch Caleium ge 
bunden werden mag, ein gr6Berer Teil des Pyrophosphats im intermediaren 
Stoffwechsel gespalten wird. Der durch Calcium gebundene Anteil diirfte, 
solange das Tier keine besonderen Erscheinungen darbietet, kaum = grof 
zu veranschlagen sein. Wenn auch die Wahrscheinlichkeit fiir diese Deutung 
spricht, so ist die Méglichkeit denkbar. daB Pyrophosphat gestapelt) wird 
und erst allmahlich zur Ausscheidung gelangen kann; da aber andererseits 
an allen dafiir in Frage kommenden Stellen mit Ausnahme des NSkelett 
systems Schadigung lebenswichtiger Organfunktionen durch Kalkfallung 
eintreten miBte, obwohl doch der obige Versuch zum mindesten eine zeitlich 
beschrankte Vertraglichkeit bewies. so wird man die erstere Ansicht fii 
wahrscheinlich halten. 

Fir die Ansicht einer intermediéren Aufspaltung des zugefiihrten 
Pyrophosphats ist folgender Befund zu verwerten. Zum SchlubB des Versuchs 
wurde aus der Carotis des Tieres Blut gewonnen und darin der Phosphor 
gehalt vor und nach einer kurzen Hydrolyse bestimmt. Danach ergab sich, 
daB der Phosphorgehalt Vor Hydrolyse 11,3 mg-°,..0 nach Hydrolysé 
13.7 mg-°,, betrug: umgerechnet ergibt sich also ein Gehalt von 16.5 mg-",, 
Pyrophosphat. Das Tiergewicht war 2 kg: wenn man zwecks Uberschlag 
die Blutmenge zu '/,, des K6érpergewichts veranschlagt, so ergibt sich 
angenihert eine Blutmenge von etwa 140 cem. In absoluten Zahlen ergibt 
sich demnach, daB etwa 23 mg Pyrophosphat in noch ungespaltener Form 
im Blute vorhanden waren, was etwa 5,8°, der infundierten Menge ent 


spricht. Mit der im Harn ausgeschiedenen Menge wurde also etwa 13°), 
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Pyrophosphat ungespalten wiedergetunden. Der o-Phosphatgehalt cy 
Blutes ist gegeniiber der Norm um iiber 100°, gesteigert, das Plus au 
Pyrophosphat umgerechnet, woher es mit  einiger Wahrscheinlichke: 
stammen diiutte, ergibt somit als direkt bzw. indirekt wiedergefundene 
Wert des Pyrophosphatphosphors 29°,, des zugefiihrten. 

Dali jedoch das Nierenfilter seinerseits nicht absolut undurchlassig fii 
Pyrophosphat ist, diirfte jedenfalls durch obigen Versuch erwiesen sein 
Da jedoch die einmalige Uberschiittung mit Pyrophosphat zu einer relat) 
geringen Ausscheidung fiihrte, wird man hinsichtlich des Auftretens leich 
hydrolvsierbarer Phosphorverbindungen in Speichel und Harn = zuriick 
haltend sein, bevor man sie als Pyrophosphat anspricht. 

Wenn somit das Vorkommen von Phosphorsaureestern und mit 
gewissen Vorbehalten auch das von Pyrophosphorsaure im Speiche! 
und Harn als erwiesen gelten darf, so liegt die Frage nach spezifisch 
darauf eingestellten Fermenten im Speichel und Harn auberordentlich 
nahe. Im Harn ist das allgemeine Auftreten von Fermenten schon 
lange bekannt, von proteolytischen Fermenten wurden Pepsin und 
Trypsin gefunden (siehe z. B. Hedin), ein diastatisches Ferment ist 
zuerst von Cohnheim beschrieben worden (18), aber auch die Aus 
scheidung einer Lipase ist beobachtet worden (19). Aus neuerer Zeit 
liegt endlich eine Mitteilung von Demuth (20) vor, der fand, daB der 
normale Harn die Fahigkeit besitzt, das Natriumsalz der Hexosedi- 
phosphorsaure zu verseifen. Dieselbe Fahigkeit besitzt nach dem 
gleichen Autor auch der Speichel. In vorliegendem Zusammenhang 
war es nun von Interesse, zu versuchen, ob der Speichel oder Harn 
auch anorganisches Pyrophosphat aufzuspalten vermag. Wenn auch 
nach manchen Untersuchungen die Spezifitat der Phosphatasewirkung 
eine groBe zu sein scheint, so sprechen andererseits die Befunde von 
Hommerberg (14) eher im Sinne einer gréBeren Einheitlichkeit, wie 
auch schon Lohmann (13) gefunden hatte, da Froschmuskelbrei 
zugesetztes anorganisches Pyrophosphat zu spalten imstande ist, ein 
Befund, der auch von anderer Seite bestatigt wurde [Kay (15)]. Obwoh! 
Neuberg und Wagner (21) gezeigt haben, daB der Diphenylester der 
Pyrophosphorséure auch durch eine Phosphatase gespalten werden 
kann, so ist aus diesem interessanten Befund nicht auf eine Identitit 
der hier wirksamen Fermente zu schlieBen, so dab es vielleicht zweck- 
mabig ist, einstweilen von einer Pyrophosphatase zu sprechen, wo die 
Spaltung anorganischen Pyrophosphats in o-Phosphat gemeint ist 
Als Substrat bei unseren lediglich orientierenden Versuchen wurde 
eirie m/10 Na-Pyrophosphatlésung gewahlt, und zwar wurde zu 10,0 ccm 
derselben 0,6ccm 1 mol. HCl gegeben. Da die Angaben tiber das 
pu-Optimum der Phosphatasen unterschiedlich sind, erschien es uns 
geniigend, die Reaktion in einiger Nahe des Neutralpunktes zu halten 
Das (potentiometrisch gemessene) px der gesamten Versuchslésung 
betrug beim Speichel 7.82, beim Harn 7,13. Zu 10.6ccm Substrat 
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menge wurden 10,6 ccm Speichel bzw. Harn zugesetzt, die Versuchs- 
ansatze wurden 5,6 Stunden beim Harn bzw. 5 Stunden beim Speichel 
in einem Brutschrank bei Kérpertemperatur belassen. Entsprechende 
Kontrollen ohne Pyrophosphatzusatz wurden gleichzeitig bestimmt, 
dabei ergab sich beim Harn kein Unterschied zwischen Kontrolle und 
Pyrophosphatansatz, hinsichtlich ihres direkt bestimmbaren Phosphat - 
gehaltes, so daB also in diesem Falle keine Unterlagen fiir das Vor- 
handensein eines Pyrophosphat spaltenden Ferments gewonnen werden 
konnten. Der gleiche Versuch beim Speichel ergab jedoch, daB das 
Pyrophosphat zum Teil gespalten worden war; zugesetzt waren 446 mg, 
gespalten waren unter Abzug der iiblichen Saurekorrektur 5,1 mg der 
zugesetzten, allerdings sehr reichlichen Menge. Ob die nachgewiesene 
Pyrophosphatase des Speichels aus den Speicheldriisen stammt, wie 
zunachst anzunehmen ist, oder aus den in der Mundhoéhle ubiquitaéren 
Mikroorganismen, ist, soweit dem Punkt tiberhaupt eine biologische 
Bedeutung zukommt, erst eine sekundare Frage. Jedenfalls entspricht 
dem Vorkommen von Pyrophosphat im Speichel also auch ein diesen 
Kérper spaltendes Ferment, wahrend der Harn ein solches vermissen 
laBt, vermutlich, weil das Nierenfilter hierfiir undurchlassig ist. 

Da der Harn immer Ca-Salze enthalt, die bekanntlich leicht als 
Phosphate ausfallen und auch mit Pyrophosphat unlésliche Nieder- 
schlage bilden, stellten wir durch eine Reihe fest, bei welchem Mischungs- 
verhaltnis von 0,2 mol. Na-Pyrophosphatlésung und 0,1 mol. HCl auf 
Caleiumchloridzusatz Fallung erfolgt. Der elektrometrisch gemessene 
Grenzwert betrug 5,13 und liegt somit gegeniiber dem, bei welchem in 
Phosphatpufferlésung Fallung eintritt, nicht unerheblich zur sauren 
Seite verschoben. Man dart vielleicht auch unter diesem Gesichtspunkt 
das Vorkommen von Pyrophosphat im Harn betrachten, wenn natiirlich 
auch die Léslichkeitsbedingungen hier nicht die einfachen des Reagenz- 
glasversuches sind. 

Zusammenfassung. 

Im Speichel lieB sich das Vorkommen organischer bzw. hydrolysier- 
barer Phosphorverbindungen nachweisen. 

Auf Grund der Hydrolysierungsgeschwindigkeit lieB sich auf das 
Vorhandensein mindestens zwei verschiedener P-Fraktionen schlieBen, 
von denen eine vermutlich aus der Spajtung von Pyrophosphat in 
o-Phosphat herrihrt. 

Auch im Harn lieBen sich diese Fraktionen finden, womit gleich- 
zeitig die lange bekannten Angaben Alterer Autoren erneut ihre Be- 
staitigung erhalten. 

Beim Speichel erreicht die Menge des durch langere Hydrolyse 
abzuspaltenden Phosphors durchschnittlich ein Siebentel bis ein Achtel 
des anfanglich bestimmten ,,anorganischen‘’ Phosphors. 
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Ebensowenig wie Lohmann gelang es uns, nach peroraler Gabe 
von Pyrophosphat eine Zunahme des leicht hydrolysierbaren Phosphors 
im Harn hervorzurufen. 

Dagegen lieB sich im Tierversuch zeigen, daB bei intravendse; 
Pyrophosphatinfusion ein allerdings relativ geringer Teil, 7,2°,, im 
Harn zur Ausscheidung gelangt. Es wird vermutet, daB der gréBere 
Teil im Stoffwechsel gespalten bzw. gebunden wird. 

Diese Vermutung wird dadurch gestiitzt, daB der Phosphatgehalt 
des Blutes nach Pyrophosphatinfusion tiber 100°, der Norm stieg 
Bei einer zu 140 ccm veranschlagten Blutmenge wurden 23 mg Pyro- 
phosphat ungespalten wiedergefunden, so daB die durch Hydrolyse 
direkt, die durch Umrechnung der Phosphatzunahme im Blute indirekt 
nachweisbare Pyrophosphatmenge einschlieBlich der im Harn aus- 
geschiedenen 29°, der zugefiihrten betrug. 

Im Speichel lieB sich ein pyrophosphatspaltendes Ferment nach- 
weisen, welches bei px 7,82 von der zugesetzten Substratmenge 1,1°,, 
spaltete. Im Harn war unter ahnlichen Versuchsbedingungen kein 
Ferment nachweisbar. Auf die Moglichkeit der ursachlichen Bedeutung 
von Speichelbakterien fiir den fermentativen ProzeB wird hingewiesen 
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Zeile 9 von oben muB es heiBen: wie sie bewiesen haben, (statt: wie 


sie bewiesen haben!). 
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